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LISTA DE SIMBOLOS Y SIGLAS
A y : absorbancia a la longitud de onda X •
ADP: adenosina difosfato*
ATP: adenosina trifosfato*
° C: grado centígrado, 
ero: centímetro.
CM: cloranfenicol. 
cpm: cuentas por minuto. 
jjCÍ: microcurie.
DA: fenotipo DA: fenotipo caracterizado por terminación anticipada 
(respecto al silvestre) de la síntesis de DNA.
dCMP: ácido deoxicitidílico.
DD: fenotipo DD: fenotipo caracterizado por iniciación retardada 
(respecto al silvestre) de la síntesis de DNA.
DNA: ácido deoxirribonucleico.
DO: fenotipo DO: fenotipo defectivo en síntesis de DNA.
DOx : densidad óptica a la longitud de onda X ♦ 
dTTP: deoxitimidina trifosfato. 
dUMP: ácido deoxiuridllico. 
dUTP: deoxiuridina trifosfato.
E^: absorbancia especifica (unidades de absorbancia por unidad de 
longitud y de concentración) a la longitud de onda X •
g: gramo.
fjg: microgramo.
GDP: guanosina difosfato.
gp: producto del gen: entidad por la cual se expresa el gen.
GTP: guanosina trifosfato.
HMU: 5-Hidroximetiluracilo.
1: litro.
M: molar, 
mg: miligramo.
m.i.: multiplicidad de infección, 
mi: mililitro, 
min: minuto.
mRNA: Acido ribonucleico mensajero.
NAL: Acido nalidixico. 
nm: nanometro.
Pi: fosfato.
P.M.: peso molecular.
% (p/v): gramos de soluto por cada 100 mi de solución. 
RIF: rifampicina.
RNA: Acido ribonucleico.
rpm: revoluciones por minuto.
sus: fenotipo sus: fenotipo supresible.
TCA: Acido tricloroacético.
ts: fenotipo ts: fenotipo sensible a la temperatura.
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I N T R O D U C C I O N
I. EL BACTERIOFAGO SPO 1 Y SU DESARROLLO EN BacUlus subtllls
El bacteriófago SPO 1 fue aislado por S. Okubo (Okubo & 
col., 1964). Es un bacteriófago grande, cuyo DNA, de doble cadena,
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tiene un peso molecular (P. M.) aproximado de 10 Daltons (Studier, 
19655 Doty & col., 1968) y una composición de bases poco frecuente.
En efecto, su DNA carece de timina y en su lugar contie­
ne 5-hidroximetiluracilo (HMU); en este sentido es similar a otros 
bacteriófagos de B. subtiliá, tales como SP 6, SP 7# SP 8, SP 9,
SP 13, SP 82, 5C, 2C, 0 2 5 y 0 E  (Aposhian, 1965). Esta composi­
ción especial de la molécula de DNA da lugar a una densidad de fl£ 
taclón en CsCl per encima de lo habitual, 1.74 g/cm (Okubo u col., 
1964) y una menor estabilidad de la doble hélice a la temperatura.
La temperatura de "melting" (Tm) es ,75o C f mientras que sería 88°C 
si contuviera timina, ya que el contenido de GC es 45 % (Okubo & 
col., 1964).
Se han aislado unos doscientos nutantes letales condici£ 
nales, de tipo supresible (Okubo & col., 1972) y sensibles a la 
temperatura (Añón, 1974; Glassberg & col., 1977 c). Estos mutantes 
han sido clasificados por complementación en 36 cistrones. Se ha 
confeccionado un mapa genético, mediante cruzas de dos y tres pun­
tos, en el que se ubicaron treinta y cuatro de esos cistrones; 
los mutantes de los dos cistrones restantes (35 y 36) presentan 
frecuencias de recombinación muy altas con cualquiera de los repr£ 
sentantes de los otros genes, por lo que podrían ubicarse en uno o 
ambos extremos del mapa (Okubo & col., 1972).
Dado que el tamaño del genoma (alrededor de 2 x 10^ pares 
de bases), permite suponer un número de funciones superior a cien, 
es muy posible que muchos cistrones aún no hayan sido identificados.
Durante el desarrollo del bacteriófago, se pueden distinguir 
diversas etapas caracterizadas por la síntesis de los diferentes pr*»cur 
sores de partículas virales , de moléculas con funciones regulatori :s, de 
otras destinadas a reprimir la síntesis de componentes bacterianos,
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el armado de los virus de la progenie y la lisis final.
Estas etapas han sido estudiadas con distinta intensidad,
durante el ciclo Utico de SPO 1. Un esquema que muestra algunos 
de los principales conocimientos actuales, se presenta en la Figu­
ra 1, que se analiza en detalle más adelante.
En general, se ha utilizado la cepa 168 M de B. subtilis, 
infectada a 37° C, aún cuando SPO 1 infecta también a otras cepas 
y a diferentes temperaturas. Aquí nos referiremos, a menos que sea 
aclarado, a la infección de B. subtilis 168 M a 37° C por SPO 1.
A lo largo de esta introducción se realizarán ocasionales 
comparaciones entre SPO 1 y otros bacteriófagos, en particular T 4. 
Esas referencias a T 4 tienen el propósito de establecer diferen­
cias o similitudes entre SPO 1 y un bacteriófago ampliamente cono­
cido, que posee un genoma de tamaño comparable y con una composi­
ción de bases que también incluye una poco frecuente (5-hidroxime- 
t i 1 citosina en reemplazo de timina).
A . Efectos sobre la bacteria.
El metabolismo bacteriano sufre cambios drásticos luego 
de la infección. La síntesis de DNA de B. subtilis se detiene al 
cabo de 6-8 minutos post-infección. Esta conclusión ha sido extra^í 
da de diferentes experiencias. Shub (1966) midió la incorporación 
de timina en material estable al álcali y precipitable con ácido; 
este precursor puede incorporarse a DNA bacteriano pero no al vi­
ral, pues éste no contiene timina y no hay una ruta metabólica di­
recta que permita transformarla en HMU• Wiison (1969) aprovechó la 
diferencia en la densidad de flotación de ambos DNAs en CsCl para 
separarlos y así determinar la síntesis de cada uno de ellos des­
pués de la infección. Estos gradientes de densidad también indica­
ron que el genoma bacteriano no se degrada, aún a tiempos largos 
post—infección• Por otra parte, Gage (1969) llegó a conclusiones 
similares midiendo la síntesis de DNA total en bacterias infecta­
das con mutantes de SPO 1 defectivos en replicación (DO).
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figura 1# Síntesis de RNA y DNA durante al desarrollo del bacte­
riófago SPO 1>
Las barras horizontales representan la síntesis de las distintas 
clases de itiRNAs virales, definidas por ensayos de hibridización- 
competición. Las clases han sido denominadas em, n>9 m^ _l, 
t gpX Índica el requerimiento del producto del gen X*
La escala de tiempo se inicia con la infección y corresponde al 
ciclo litico de SPO 1 silvestre en B. subtilis 168 M a 37° C.
Para la confección de este esquema se han tomado datos de Grau a 
col., 1970| Gage & Geiduschek, 1971 a; Fujita a col., 1971; Okubo 
a col., 1972; Aftón a Grau, 1973? Fox, 1976; Fox a col., 1976 y 
Tjian a Pero, 1976.
gp28 no ha sido incluido dentro de los productos necesarios para 
la replicación debido a que no es éste su efecto primario.
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La preservación del genoma bacteriano habla sido sugeri­
da por Okubo & col* <1964)# quienes habían logrado la transferen­
cia de marcadores por transformación, usando DNA de bacterias in­
fectadas como donante* Posteriormente, Yehle & Ganesan (1972) ob­
tuvieron los mismos resultados en experiencias similares.
Es probable que la detención de la replicación bacteria­
na sea consecuencia directa de la actividad del bacteriófago* Algu^ 
ñas funciones virales están dirigidas a hidrolizar los nucleótidos 
de timina o a evitar su síntesis* El conocimiento de estas funcio­
nes deriva de estudios realizados con otros bacteriófagos, SP 8,
5 C, 9 E, pero los mecanismos parecen ser comunes a todos los miem 
bros del grupo que contiene HMU (Roscoe & Tucker, 1964; Marmur & 
col., 1963; Aposhian, 1965; Aposhian & Tremblay, 1966; Haslam & 
col., 1967; Roscoe, 1969 a y b).
B. Síntesis de proteínas.
La síntesis de numerosas proteínas de B. subtilis es re­
primida poco después de la infección con SPO 1 (Shub, 1966). Sin 
embargo, otras siguen produciéndose; así, se obtiene incorporación 
de aminoácidos radioactivos a proteínas ribosomales durante el de­
sarrollo del bacteriófago.
En cuanto a las proteínas virales, Shub (1966) elaboró 
un diagrama de aparición y desaparición de diferentes polipéptidos 
durante el desarrollo de SPO 1. Los estudios fueron realizados me­
diante marcación con precursores radioactivos y fraccionamiento e- 
lectroforático en geles de poliacrilamida. Shub agrupó las proteí­
nas virales en tres clases. Las pertenecientes a la clase uno se 
sintetizan en periodos tempranos del desarrollo y probablemente 
son productos de la traducción de mRNAs de las clases e y/o em 
(Ver más adelante). Entre estas proteínas seguramente debe encon­
trarse el producto del gen 28, proteína regulatoria a la cual nos 
referiremos luego.
Hacia los seis minutos post-infección se detectan los
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polipéptidos de la clase dos, que continúan produciéndose hasta des, 
pués de iniciada la síntesis del DNA viral. Esta segunda clase in­
cluye dos enzimas necesarias para la replicación, la dCMP deaminasa 
(Wilson, 1969; Shub, 1975) y la dUMP hidroximetilasa (Haslam & col., 
1967), la actividad DNA polimerasa (Yehle & Ganesan, 1973) y las 
proteínas regulatorias gp33 y gp34 (Fox, 1976).
La tercera clase de proteínas virales aparece en períodos 
más tardíos del desarrollo (post-replicación) y continúa hasta la 
lisis; representantes de esta clase probablemente sean las proteí­
nas estructurales del bacteriófago (Fujita & col., 1971) y la liso— 
zima (Okubo & col., 1972).
Estos cambios en la composición de los productos de la 
traducción son posiblemente la consecuencia de modificaciones en la 
calidad y proporción relativa de los mRNAs sintetizados a lo largo 
del ciclo Utico de SPO 1.
C. Síntesis de RNA*
La transcripción en una bacteria infectada da origen a 
productos codificados por ambos genomas, viral y bacteriano. Los m¿ 
canismos de los que se vale el bacteriófago para modular la trans­
cripción en su beneficio ha sido uno de los problemas bioquímicos 
más atrayentes de los últimos años, pues se lo ha considerado como 
un caso relativamente sencillo de regulación de la expresión genét_i 
ca. En este sentido y a pesar de haber sido menos estudiado que al­
gunos bacteriófagos de E. col i, SPO 1 ha permitido establecer ine­
quívocamente algunas de las formas por las que el genoma viral pue­
de dirigir su propia expresión, modificando apropiadamente la dota­
ción enzimática celular.
Los estudios de síntesis de RNA en B. subtilis infectado 
con SPO 1 fueron iniciados utilizando técnicas de hibridización de 
RNA a DNA con y sin competición por otros RNAs (Gage, 1969; Gage & 
Geiduschek, 1967; Gage & Geiduschek, 1971 a y b).
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El resultado de esas investigaciones fue la formulación 
de un programa de transcripción, cuyos aspectos salientes son la 
presencia de, por lo menos, seis clases de mRNAs virales, cuya apa» 
rición y desaparición permite agruparlas en tempranas (ei y em), in 
termedias (m, m ^  y m2<l) y tardía (1), en concordancia con lo ob­
servado respecto a síntesis de proteínas (Figura 1).
Dentro del primer minuto post-infección, comienza la sin 
tesis de mRNAs virales, cuya proporción relativa (estimada como la 
fracción del RNA total que hibridiza a DNA de SPO 1) va creciendo 
hasta los 5-7 minutos, en que alcanza niveles del orden del 30-50 %, 
luego disminuye ligeramente para incrementarse nuevamente y mante­
ner hasta la lisis un nivel del 30-50 %•
La transcripción del genoma bacteriano queda reducida a 
niveles muy bajos, aunque no se anula y puede recuperarse si exis­
ten bloqueos en el desarrollo viral*
Un panorama similar ha sido observado durante la infección 
de B. subtilis por el bacteriófago SP 82 (Spiegelman & Whiteley,
1974).
Los mRNAs virales tempranos de SPO 1 (¿ y em) son produ­
cidos aún cuando la síntesis de proteínas se encuentre inhibida 
por cloranfenicol (Gage & Geiduschek, 1967)* A su vez, una prepara^ 
clón de RNA polimerasa obtenida de bacterias no infectadas, trans­
cribe DNA de SPO 1, produciendo mRNAs tempranos (Grau y col., 1970), 
sugiriendo que no se necesitan modificaciones virales del aparato 
de transcripción celular para la síntesis de dichos RNAs•
Esta característica de la transcripción de los primeros 
mensajes codificados por el bacteriófago la presentan también otros 
virus bacterianos, como SP 82 (Spiegelman & Whiteley, 1974), T 4 
(Sal ser & col., 1970) y T 7 (riegel & Summer, 1970).
La síntesis de las clases intermedias de mRNAs codifica­
dos por SPO 1 es dependiente de la síntesis de proteínas. En parti 
cular depende de la traducción de un mRNA temprano que contiene el 
mensaje para el producto del gen 28 (gp28).
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Mutantes en el gen 28 no transcriben mRNAs intermedios
f
en condiciones no permisivas (Grau & col*, 1970; Fujita & col,, 
1971; Aflón & Grau, 1973). Estas observaciones sugirieron que gp28 
podría ser el responsable de conferir a la RNA polimerasa bacteria 
na la especificidad necesaria para reconocer los promotores corres, 
pondientes a los mensajes intermedios (Fujita & col., 1971).
Estas especulaciones han sido plenamente comprobadas por 
una serie de evidencias que han probado que gp28 es una proteína 
de P. M. 28000, que se asocia a la RNA polimerasa bacteriana, cop^ j 
rifica con ella y le proporciona la capacidad de transcribir los 
mensajes intermedios (Añón & Grau, 1973; Duffy & Geiduschek, 1973 
a y b; Fox & Pero, 1974; Duffy & Geiduschek, 1975; Pero & col., 
1975 a; Fox & col., 1976).
Más aún, la enzima bacteriana puede ser modificada "in 
vitro** por gp28 y así sintetizar mRNAs intermedios (Duffy & col.,
1975).
Además, la transcripción **in vitro'* con enzima modifica­
da por gp28 produce mRNAs intermedios funcionales; en efecto, en 
un sistema de síntesis de proteínas acelular dependiente de DNA de 
SPO 1 y RNA polimerasa de bacterias infectadas, se obtiene produc­
ción de dCMP deaminasa (Swanton & col., 1975).
Por otra parte, gp28 y/o otro producto codificado por 
SPO 1 (probablemente gp33) afectan la unión de la RNA polimerasa
K
al DNA, aumentando la afinidad por DNA de SPO 1 y disminuyéndola 
respecto a DNAs heterólogos. La enzima puede formar así complejos 
de iniciación específicos, propiedad que no exhibe la RNA polimerja 
sa de bacterias no infectadas (Duffy & Geiduschek, 1976).
En el caso del bacteriófago T 4, la transcripción de la 
segunda clase de mRNAs (temprano-retardada), es dependiente de la 
síntesis de proteínas (Salser & col., 1970). Se propusieron dod mo 
délos para interpretar este requerimiento. El primero consideraba 
que uno de los mRNAs de la primera clase dirigiría la síntesis de
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una protelna antagonista del factor de terminación bacteriano, rho 
(Salser & col., 1970), permitiendó asi que la transcripción conti­
núe hacia los genes temprano-retardados# El segundo proponía que 
el producto viral modificarla la especifidad de la RNA polimerasa 
bacteriana, para reconocer los promotores temprano-retardados (Tra 
vers, 1969 y 1970).
Recientemente se ha demostrado que realmente existe una 
proteina codificada por T 4, que gobierna la iniciación de los 
mRNAs pertenecientes a la segunda clase (Linder & SkBld, 1977), pe 
ro no se conoce aún qué gen codifica para esta proteína regulato- 
ria. El mecanismo de acción de este producto correspondería, según 
Linder & Skóld (1977), al segundo de los propuestos, pero no se 
descarta la existencia de una actividad anti-rho# Es posible que 
operen ambos mecanismos, de modo complementario.
La iniciación de la transcripción de los mRNAs interme­
dios' de SPO 1 ocurre al mismo tiempo que la represión de la clase 
temprana e>. Una causa de esta coincidencia podría ser la nueva es­
pecifidad de la RNA polimerasa. A este respecto, la enzima que coji 
tiene gp28 no transcribe mRNAs "in vitro" (Duffy & Geiduschek, 
1975; Pero & col., 1975 a y b).
Otra posibilidad sería la existencia de un represor de 
la transcripción de la clase Se ha aislado y purificado un re­
presor de la transcripción a partir de bacterias infectadas con 
SPO 1 (Wilson & Geiduschek, 1969; Johnson & Geiduschek, 1972). Se 
trata de una protelna básica, de P. M. 11500 Daltons. Su síntesis 
se inicia después de la infección y se acumula en gran cantidad 
en la bacteria infectada. Esta proteína, llamada TF 1, tiene alta 
a^ínldad por DNA de SPO 1 y de otros bacteriófagos de B* subtilis 
que contienen HMU (Wilson & Geiduschek, 1969). TF 1 inhibe "in vi- 
tro" la síntesis de proteínas dependiente de DNA de SPO 1, pero no 
la dependiente de DNA de T 4 (Wilhelm & col., 1972) ni la traduce 
ción de mRNAs de SPO 1 (Shub & Johnson, 1975).
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Sin embargo, no se tiene une evidencia clara de qué fun­
ción cumple TF 1 "in vivo»', pues no parece ser un inhibidor espe­
cifico de la síntesis de mRNAs de clase e,, sino que su unión al DNA 
limita la transcripción de diversos genes (Shub & Johnson, 1975)•
Por otra parte, no se conoce qué gen codifica para TF 1 
ni se han estudiado mutantes de SPO 1 que no transcribiendo genes 
intermedios continúen transcribiendo los genes tempranos. Esta 
última situación se observa si se inhibe la síntesis de proteínas 
en la bacteria infectada (Gage & Geiduschek, 1967). En estas con­
diciones, no se inicia la transcripción de genes intermedios y la 
de los tempranos continúa hasta por lo menos 28 minutos post-in- 
fección. Por otra parte, dado que la carencia de gp28 impide la 
sintesis de mRNAs intermedios sin afectar la represión de la 
transcripción temprana, (Fujita & col., 1971) debe existir otro 
producto viral que ponga término a la síntesis de los mRNAs de 
clase e.
La otra clase temprana,*em, deja de transcribirse cuan­
do gp28 esté inactivo pero no en presencia de cloranfenicol. Sin 
embargo, su terminación no es simultánea con la de la clase e^, s^i 
no posterior, hacia los 12 minutos post-infección. A este tiempo 
también se reprime la transcripción de la clase intermedia m, por
un mecanismo no conocido, que podría ser común al de la clase ern,
«
aunque ésta última es reprimida aún cuando no se transcriba la 
clase m.
De manera que sabemos muy poco sobre la represión de la 
transcripción en este sistema y no hay pruebas de que TF 1 cumpla 
alguna/s de estas funciones Min vivo".
La síntesis de por lo menos dos de las clases de mRNAs 
intermedios (rn y jm^ )^ sólo requeriría la modificación introducida 
por gp28 en el aparato de transcripción bacteriano (posiblemente 
también se transcriban aéí algunas especies n^l).
La transcripción de la sexta clase de mRNAs, 1^, post- 
replicativa, de la mayor parte de las especies y, en general,
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la transcripción tardía, está condicionada por la actividad de los 
genes 33 y 34 (Fujita & col., 1971) y la replicación del DNA (Gage 
& Geiduschek, 1971 b).
La función de los productos de los genes 33 y 34 ha sido 
dilucidada y consiste en una modificación de la especificidad de 
la RNA polimerasa.
Estos productos son dos proteínas, de P. M. 24000 (gp34) 
y 13500 (gp33) (Fox, 1976), que copurifican con la RNA polimerasa 
(Fox & Pero, 1974) y le confieren capacidad de transcribir "in vi- 
tro" genes tardíos (Pero & col., 1975 b). Asi mismo, la adición de 
gp33 y gp34, purificados, al núcleo de RNA polimerasa bacteriana,
(polipéptidos o< j /3 permite la síntesis de mensajeros tardíos 
(TJian & Pero, 1976).
Si bien es claro que gp33 y gp34 son los responsables de 
la transcripción viral tardía en B. subtilis infectado con SPO 1, 
algunos aspectos de esta segunda modificación de la maquinaria de 
transcripción no están aclarados.
Asi Tjian & Pero (1976) obtienen transcripción de genes 
tardíos con gp33, gp34 y núcleo de RNA polimerasa, pero dependien­
te de una proteina celular de P. M. 21500 que denominan delta. En 
ausencia de delta, la transcripción tardía no sería selectiva en 
cuanto a la cadena de DNA utilizada como modelo. Este efecto ha s^i 
do observado reiteradamente por estos autores y no sólo en el caso 
de la transcripción de los genes tardíos sino también en el caso 
de los intermedios (Pero & col., 1975 a y b).
Sin embargo, delta no parece ejercer influencia sobre la 
enzima bacteriana (no modificada por SPO 1).
Otros autores han obtenido repetidamente transcripción 
de genes intermedios dependiente de gp28 sin necesidad de delta 
(Duffy & Geiduschek, 1975; Duffy y col., 1975).
De este modo, el papel de delta en la transcripción vi­
ral no es claro, asi como el que podría jugar en la bacteria no in 
fectada.
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Por otra parte, la transcripción tardía dependiente de 
gp33 y gp34 (y delta; Tjian fc Pero, 1976) es efectuada por el nú­
cleo de RNA polimerasa. Este resultado implicarla que gp28 no per­
manece unido al núcleo cuando se incorporan gp33 y gp34. Sin em­
bargo, la enzima copurifica con gp28, gp33 y gp34, cuando se la ex 
trae a tiempos relativamente largos post-infección (Fox & Pero , 
1974) y gp28 debe permanecer activo durante todo el ciclo Utico, 
para permitir la producción de bacteriófagos (Añón, 1974)# Es pos_i 
ble que la unión de gp28 a la enzima no sea requisito para la pos­
terior acción de gp33 y gp34, en cuyo caso debe suponerse que, tax 
díamente, existen dos poblaciones de enzima, una unida a gp28 y o- 
tra a gp33 y gp34.
No se conoce la razón por la cual gp33 y gp34 deben ac­
tuar conjuntamente (Tjian & Pero, 1976). Estos productos son sintji 
tizados al mismo tiempo, desde los 5-6 minutos post-infección (Fox,
1976). A su vez, sus-F-14 (gen 33) no sólo es defectivo en la pro­
ducción de gp33 sino también en gp34, de modo que podría existir 
un fenómeno de polaridad o bien la expresión del gen 34 podría es­
tar controlada por gp33.
La síntesis de mRNAs tardíos del bacteriófago T 4 tam­
bién depende de la actividad de dos genes, 33 y 55 (Bolle & col., 
1968j Pulitzer, 1970; Pulitzer & Geiduschek, 1970). Estos genes C£ 
difican para dos proteínas que copurifican con la RNA polimerasa y 
cuyos P. M. son 12000 (gp33; Horvitz, 1973; Stevens, 1974) y 22000 
(gp55; Horvitz, 1973; Stevens, 1974; Ratner, 1974).
Además de los productos de los genes 33 y 34, la trans­
cripción tardía en B. subtilis infectado con SPO 1 es dependiente 
de la replicación del genoma viral. Esta dependencia es, posible­
mente, el aspecto menos conocido del programa de síntesis de RNA 
en este sistema.
Los mutantes defectivos en replicación (DO) han sido di­
vididos en dos grupos, según nivel de transcripción tardía (Añón,
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1974). Un grupo estaría integrado por representantes de los cis- 
trones 29 al 32, que presentan un nivel de transcripción tardía 
muy bajo y no transcribirían mRNAs m^l. El otro grupo, genes 21 y 
22, estaría caracterizado por la presencia de algunos transcriptos 
de clase m^ l. y un nivel de transcripción tardía mayor que el del 
otro grupo, aunque mucho más bajo que el correspondiente al bacte­
riófago silvestre (Añón, 1974)*
Además, la proporción de RNA viral transcripto tardíame_n 
te por un mutante DO, en condiciones no permisivas (ts-14-1, gen 
31), es proporcional a la multiplicidad de infección, dentro de 
los muy bajos niveles alcanzados. Esto ha sido interpretado como 
una indicación de que la cantidad de modelo disponible para la trans 
cripción (DNA intracelular) puede ser uno de los factores involucra 
dos en la transcripción tardía (Añón, 1974)*
Por otra parte, lor. mutantes sus-F-14 (gen 33) y sus-F-4 
(gen 34) presentan un nivel de transcripción tardía bajo, a pesar 
de sintetizar abundante cantidad de DNA (Fujita & col., 1971); sin 
embargo, el proceso de maduración de DNA replicado está bloqueado 
en sus-F-4 (Levner, 1972),
En el caso del bacteriofago T 4, la transcripción tardía 
aparece estrictamente acoplada a la replicación del DNA viral (Ri- 
va & col., 1970 a). Pero el acople puede evitarse por inactivación 
de las funciones de los genes 46 (exonucleasa) y 30 (DNA ligasa) 
(Riva & col., 1970 b)•
Estos autores han propuesto que el DNA recientemente re­
plicado constituye un buen modelo para la transcripción tardía, pe 
ro que el proceso de maduración (afectado por los productos de los 
genes 30 y 46) lo transforma rápidamente en un modelo ineficaz, po 
siblemente porque la maduración elimina cortes en las cadenas de 
DNA, (Cascino & col., 1970) restringiendo el número de sitios acce 
sibles para la RNA polimerasa. De manera que la síntesis continúa 
de DNA sería la garantía de mantenimiento de un alto nivel de trans 
cripción tardia.
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Este tipo de estudio no ha sido realizado con SPO 1# Una 
de las dificultades existentes es el desconocimiento de las funcio 
nes codificadas por los cistrones cuyos mutantes son defectivos en 
replicación.
Sin emb.írejo, experiencias comunicadas recientemente por 
Glassberg & col., (1977 a, b y c) y los resultados que aquí se pre 
sentan, parecen ayudar a la comprensión de las interrelaciones re— 
plicación-transcripción tardía, en este sistema.
D. Síntesis de DNA»
Habíamos expresado que la replicación bacteriana resulta 
completamente inhibida hacia los 6-8 minutos post-infección (Shub, 
1966; Wiison, 1969; Gage, 1969), aunque el DNA existente no parece 
sufrir degradación (Okubo & col., 1964; Wilson, 1969; Yehle & Gane^ 
san, 1972)•
La síntesis de DNA viral comienza a los 10 minutos des­
pués de la infección de B. subtilis 168 M por SPO 1 silvestre. Ex­
perimentos de superinfección han demostrado que el tiempo que media 
entre la inyección del genoma infectante y el comienzo de su repipi 
cación es utilizado en su mayor parte en la preparación (síntesis 
y ensamble) de la maquinaria requerida para la replicación (Cregg 
& Stewart, 1977). En cambio, sería muy escaso el tiempo invertido 
en introducir modificaciones en el DNA infectante.
La síntesis de DNA de SPO 1 se supone depende de una ac­
tividad de DNA polimerasa dependiente de DNA, codificada por el vi 
rus, actividad que ha sido hallada en bacterias infectadas con SPO
1. Sin embargo, no se ha establecido qué gen dirigiría la síntesis 
de esta enzima.
Una vez iniciada, la replicación prosigue durante todo 
el ciclo lítico, aunque no produce inmediatamente DNA maduro, sino 
que se originan sucesivamente dos formas intermediarias que final­
mente producen el genoma que será incorporado a las partículas de 
la progenie (Levner & Cozzarelli, 1972).
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El primer intermediario, VF, es un complejo de DNA viral 
con proteínas y RNA que sedimenta con velocidad 4 a 6 veces supe­
rior a la del DNA maduro. El segundo intermediario, F, con una ve­
locidad de sedimentación 3 veces mayor a la del DNA maduro, parece 
ser un DNA muítigenómico, de alto peso molecular. Ambos intermedia 
rios parecen contener numerosas zonas de simple cadena.
La forma VF se acumula desde la iniciación de la replica^ 
ción hasta unos 10 minutos más tarde, en que comienza a transfor­
marse rápidamente en la forma F, la cual es convertida en DNA madij 
ro (Levner & Cozzarelli, 197?).
E1 proceso de maduración requiere sintesis de proteínas; 
en su ausencia, se acumula la forma VF- Otro tanto ocurre durante 
la infección con el mutante sus-F-4 (gen 34), indicando que una o 
más funciones tardías (cuya expresión depende de gp34; ver ante­
riormente) está involucradas en la conversión de VF a F (Levner, 
1972).
Cuando la infección se realiza con el mutante sus - F - 7 
(gen 6), defectivo en la formación de cabezas de bacteriófagos, la 
maduración del DNA transcurre normalmente (Levner, 1972)-
De manera que el empaquetamiento del genoma en la cabeza 
del bacteriófago no sería condición necesaria para el desarrollo 
normal del proceso de maduración del DNA replicado.
De los 36 cistroner. conocidos en SPO 1, varios presentan 
alteración en la replicación (Okubo & col., 1972). Nueve cistrones, 
21 a 23 y 27 a 32, son esenciales para la síntesis de DNA. De és­
tos, el 28 seguramente produce un fenotipo DO debido a su función 
en la expresión de los mensajes intermedios (ver anteriormente).
La información disponible actualmente permite sospechar que los ge 
nes 23 y 29 codifican para las enzimas , deoxinucleótido quinase y 
dUMP hidroximetilasa, respectivamente (Glassberg & col., 1977c); 
estas enzimas son necesarias para la síntesis de HMU, uno de los 
sustratos de la síntesis de DNA de SPO 1.
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Algunos mutantes en otros cistrones parecen afectar la 
roplicación, aún cuando no anulan la incorporación de precursor 
radioactivo. Se trata de mutantes que inician la replicación más 
tarde que el silvestre (fenotipo DD; sus-F-47, gen 2) o la termi­
nan anticipadamente (fenotipo DA; sus-F-37 y sus-F-42, gen 3 ; 
sus-O-38, gen 4; sus-F-6f gen 11; sus-F-31 y sus-HA-10, gen 12 ; 
sus-O-75y gen 13; sus-0-71 y sus-F-11, gen 14). Sin embargo, la 
asignación de estos fenotipos DD y DA no es del todo convincente, 
pues, en algunos casos, los resultados de Okubo y col. (1972) no 
concuerdan con los de Fujita (1971). De cualquier manera, es inte­
resante observar el aparente agrupamiento de los genes que produ­
cen un determinado fenotipo.
Dentro de los cistrones cuyos productos son esenciales 
para la replicación (Figura 1), el 21 y el 32 parecen codificar p¿ 
ra productos que actúan en la iniciación pero no en la elongación 
de la cadena de DNA (Glassberg & col., 1977 a).
A su vez, la terminación de la replicación es afectada 
por el producto del gen 32 (Glassberg & col., 1977 a).
Los productos de los genes 22, 30 y 31 participarían en 
la elongación de las cadenas nacientes de DNA, aún cuando no se ex, 
cluye la posibilidad de que también estén implicados en la inicia­
ción (Glassberg & col., 1977 a).
En cuanto a la dirección de la replicación y la posición 
de los orígenes del proceso en el genoma viral, Glassberg & col. 
(1977 b) han obtenido bastante información utilizando técnicas de 
rescate de marcadores y seguimiento del genoma infectante, en bac­
terias infectadas con diversos mutantes DO.
Así han propuesto que SPO 1 tiene al menos dos orígenes 
de replicación. Uno de ellos se ubica en el cistrón 32, o muy cer­
ca de él; desde allí la replicación avanza unidireccionalmente ha­
cia la izquierda, hasta el cistrón 3, aproximadamente. El otro o- 
rigen estaría ubicado en el extremo Izquierdo o en el extremo
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derecho del mapa de SPO 1, aunque su localización no puede estable, 
cerse con claridad debido al escaso conocimiento genético de la re, 
gión de los genes 35 y 36 (Glassberg & col., 1977 b)• Los autores 
han postulado que, desde esto segundo origen, la replicación avan­
za bidireccionalmente.
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II. EL MOTANTE ts-14-1 Y EL DESARROLLO DEL BACTERIFAGO SPO 1.
El mutante ts-14-1 fue aislado y caracterizado según se 
describe en Materiales y Métodos.
En condiciones no permisivas (44° C) ts-14-1 es defecti-
3
vo en sintesis de DNA; la incorporación de H-Adenina en material 
estable al álcali y precipitable por ácido es tan baja como la ob­
tenida con otros mutantes DO (Añónf 1974).
ts—14—1 presenta también una marcada disminución de la 
transcripción de su genoma a partir de los 10 minutos post-infec- 
ción a 44° C, lo cual implica síntesis deficitaria de mRNAs de las 
clases jn^ l. V i (Añón, 1074).
La transcripción de los mensajes correspondientes a las 
clases jB# em y m no parece estar alterada en ts-14-1 (Añón, 1974).
El nivel de transcripción tardía es proporcional a la 
cantidad de modelo (DNA) disponible. Así, dicho nivel crece desde 
0.8 a 4 % cuando la multiplicidad de infección pasa de 4 a 16 bac- 
teriofagos/bacteria. Pero aún a las mayores multiplicidades de in­
fección probadas, la proporción de RNA que hibridiza a DNA de SPO 1 
es unas 10 veces menor que la obtenida con el tipo silvestre (Añón, 
1974).
El fenotipo de ts-14-1 hizo pensar en la posibilidad de 
utilizarlo para estudiar las relaciones entre la transcripción in­
termedia y tardía y la replicación del genoma viral.
A lo largo del trabajo que sigue se ha tratado de esta­
blecer el tipo de función correspondiente al cistrón mutado, los 
tiempos de síntesis y acción de esa función, la relación entre la 
actividad de la misma y el fenotipo del mutante ysú ubicación dentro 
del desarrollo del bacteriófago SPO 1.
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M A T E R I A L E S Y M E T O D O S
I. BACTERIAS Y BACTERIOFAGOS.
Se utilizó Bacillus subtilis 168 M (Burkholder & Giles, 
1947). Esta cepa requiere indol o triptofano y su tiempo de dupli­
cación, en medio CHT liquido, es 30-32 minutos, a 37 o 44° C.
Los bacteriófagos usados fueron SPO 1 silvestre (Okubo & 
col • f 1964) y los mutantes ts-14-1 y sus-F-30/ts-14-l.
ts-14-1 fue aislado, mediante mutagénesis química con N- 
Metil-N*-nitro-N-nitrosoguanidina, por los Dres. 0. Grau e I. Lahti 
en el laboratorio del Dr. E. P. Geiduschek (Chicago, U.S.A., 1970) 
y caracterizado como sensible a la temperatura. La infección de B. 
subtilis 168 M con ts-14-1 a 37° C conduce á la lisis bacteriana, 
con un rendimiento de aproximadamente 30 bacteriofagos/bacteria in­
fectada, mientras que a 44° C no se produce lisis y la progenie 
(luego de la lisis enzimática externa de las bacterias) es del or­
den de 0.2 bacteriofagos/bacteria infectada (Añón, 1974). Por su 
parte, el tipo silvestre de SPO 1. infecta y lisa a B. subtilis 168M 
a 37 y 44° C, produciendo aproximadamente 50 y 20 bacteriofagos/ba£ 
teria infectada, respectivamente. Por otra parte, ts-14-1 es un mu- 
tante simple, perteneciente al cistrón 31 del mapa genético de SPO 
1 (Añón, 1974).
El mutante doble sus-F-30/ts-14-l fue obtenido durante eli
presente trabajo por cruza de ts-14-1 con sus-F-30, mutante simple, 
supresible, perteneciente al cistrón 22 (Okubo & col., 1972).
La cruza se realizó infectando simultáneamente B. subti­
lis HA 101 B (cepa supresora; Okubo & Yanagida, 1968) con sus-F-30 
y ts-14-1, a 37° C , en medio líquido L (Gage & Fujita, 1969). Se tra/ 
ta de una infección en condiciones permisivas para ambos mutantes.
El Usado obtenido se tituló sobre B. subtilis HA 101 B a 37° C, en 
medio sólido L. Las placas de lisis obtenidas fueron repicadas so— 
bre B. subtilis HA 101 b a 37° c, B. subtilis HA 101 B a 44° C y B.
I
subtilis 168 M a 37° C. Se seleccionaron aquéllas que dieron lisis
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sobre la cepa HA 101 B a 37° C y no lo hicieron en las otras dos con 
diciones. Luego de la resuspensión en SS-Mg, se las tituló en las 
tres condiciones antes mencionadas. Se eligieron las resuspenciones 
cuyo título sobre B. subtilis HA 101 B a 37 C fue 10-10 veces ma 
yor que sobre la misma bacteria a 44° C y sobre la cepa 168 M a 37°
C. De esta manera se eliminan las placas correspondientes a SPO 1 
silvestre (produce lisis en cualquier condición), sus-F-30 (lisa a 
la cepa HA 101 B a 44° C, ya que no es sensible a la temperatura) y 
ts-14-1 (lisa a la cepa 168 M a 37° C). Las placas seleccionadas co 
rresponderán a un bacteriófago que debe ser sensible a la temperatia 
ra y supresible.
Luego se verificó la presencia de las mutaciones deseadas 
(genes 22 y 31), por complementación en medio sólido. Se selección^ 
ron las resuspenciones que no complementaron con sus-F-30 ni con 
ts-14-1 y sí lo hicieron con representantes de otros cistrones (sus- 
F-60, cistrón 26; sus-F-26, cistrón 30 y sus-ts-0-36, cistrón 28; 
Okubo & col•, 1972). Una de estas resuspensiones fue usada en los 
experimentos cuyos resultados se consignan más adelante.
II. MEDIOS DE CULTIVO •
N' CHT (por litro): 0.056 g de CaCl2; 0.076 g de MgCl2; 100 mi de SS
(xlO); 0.050 g de L-triptofano; 1.25 g de hidroli- 
sado de caseína y 5 g de glucosa.
Aqar-CHT (por litro): CHT más 15 g de Agar Difeo o equivalentes.
\ Agar Blando salino (por litro): 8 g de NaCl y 7.5 g de Agar Difeo.
III. SOLUCIONES .
V  Solución mínima de sales (SS) (por litro): 2 g de (NH.)-SO.: 14 q ' 4 2 4 ’
de K2HP04 ; 6 g de KH2P04 
y 1 g de citrato de sodio.
SS-Mat SS más MgCl- 5 x 10“3 M
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Trls-Mq: Tris-Cl l(f2M pH 7.5 más Mg Cl- 5 x 10 .
RSB: KC1 10“2M 5 MgCl- 5 x 10-3M y Tris-Cl 10“2M pH 7.5.
SSC: NaCl 0.15 M y citrato de sodio 0.015 M.
Trls-KCl: Trls-Cl 10"2 M pH 7.5 y KC1 0.5 M.
Se utilizaron reactivos pro-análisis o de grado bacterio­
lógico en la preparación de los distintos medios y soluciones.
IV. COMPUESTOS MARCADOS CON ISOTOPOS RADIOACTIVOS.
H-Adenlna, H-Uracilo y H-Uridlna: Obtenidos de New England Nuclear.
V. ANTIBIOTICOS.
Cloranfenicol (CM): Obtenido del Laboratorio Parke-Davis.
Las soluciones se prepararon, en CHT, en el mo­
mento de usarlas.
Rifampiclna (RIF): Obtenida del Laboratorio Lepetit.
Las soluciones se prepararon en etanol y se con­
servaron a -20° C. La concentración final de et¿ 
nol en el medio de cultivo fue 0.35 % (v/v)
Acido Nalidixlco (NAL): Obtenido del Laboratorio Winthrop.
Las soluciones se prepararon en dimetilsul- 
fóxido (DMSO) y se conservaron a -20° C. La 
máxima concentración final de DMSO en el me 
dio de cultivo fue 3 % (v/v). Esta concen­
tración de DMSO se agregó también al culti­
vo control (sin NAL).
VI. ENZIMAS .
Lisozima: Obtenida de Worthington Biochemical Corporation. 
Enzima libre de sales.
Rlbonucleasa: Obtenida de Sigma (Tipo IX—A; de páncreas bovino)
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Enzima libre de proteasa.
Antes de ser utilizada se inactivó la DNAsa contami­
nante por calentamiento a 90° C durante 5 minutosf en 
Tris-Cl ÍCT2 M pH 7.5.
VII. PREPARACIONES.
A. Bacteriófagos.
SPO 1 silvestre y el mutante ts-14-1 se obtuvieron infejc
500nmtando B. subtilis 168 M, en fase logarítmica de crecimiento (DO
0.4 - 0.5; 0.8 - 1 x 10® bacterias/ml), en CHTf a 37° C y multipli^
cidad de infección (m.i.) 0.03 bacteriofagos/bacteria• Una vez ocu
rrida la lisis (DOe™  ■ 0.05 aproximadamente), se eliminaron losDüunm
restos celulares por centrifugación a 5000 rpm durante 10 minutos
(centrífuga Sorvall, (rotor GSA). Los títulos obtenidos oscilaron
10entre 0.5 y 1 x 10 bacteriofagos/ml.
Para todos aquellos experimentos’ que requerían muy buena 
infectividad, se utilizaron lisados purificados hasta esta etapa.
Cuando se necesitaban lisados más purificados y concen­
trados, la preparación anterior se centrifugó a 12000 rpm durante 
90' minutos (centrífuga Sorvall, rotor GSA). El sedimento se dejó 
durante 10 a 15 horas en contacto con Tris-Mg y luego se resuspen­
dió en dicho buffer, empleando aproximadamente 5 mi de Tris-Mg por 
cada litro de lisado original. Esta resuspensión se centrifugó du­
rante 10 minutos a 8000 rpm (centrífuga Sorvall, rotor SS-34), pa­
ra eliminar agregados. El sobrenadante se purificó finalmente por 
centrifugación en gradiente discontinuo de CsCl (formado por capas" 
de CsCl de 70, 60, 50, 40, 30 y 20 % de saturación en Tris-Cl 0.1M 
pH 7.5), durante 25 minutos a 27000 rpm (u11racentrífuga Spinco L 2, 
rotor # 50). La fracción opalescente que contenía los bacteriófagos 
se dializó contra Tris-Mg. La suspensión así obtenida contenia de 1 
a 2 x 10 partículas capaces de formar placas de lisis por milili­
tro y entre 10 y 25 Unidades de absorbancia a 260 nm por mililitro.
/
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En todos los casos los Usados y los bacteriófagos purifi­
cados se mantuvieron a 4o C.
B. DNA (de SPC 1) .
Se obtuvo a partir de SPO 1 silvestre, purificado en gra­
diente de CsCl , de acuerdo al método de Mandell y Hershey (1960). A 
una suspensión de bacteriófagos (10-12 Unidades de absorbancia a 
260 nm por mililitro) se le agregó un volumen igual de fenol bides- 
tilado, previamente equilibrado a temperatura ambiente con Tris(ba_ 
se) 0.1 M y NaCl 0.1 M. Se practicó la extracción a temperatura am­
biente y las fases se separaron por centrifugación a 10000 rpm du­
rante 10 minutos (centrífuga Sorvall, rotor SS-34). La fase acuosa 
se reextrajo en las mismas condiciones, hasta desaparición de pelí­
cula blanca en la interfase fenol/agua. En general fueron suficien­
tes cuatro extracciones. La fase acuosa final se dializó contra Tris 
C1 10"2 M pH 7.5 y NaCl 1 M y luego contra Tris-Cl 10~2 M pH 7.5.
La preparación se conservó a 4° C.
La concentración de DNA se determinó'espectrofotométrica-
4 2 —1mente a 260 nm (E^^q nm ■ 2.0 x 10 cm g ), utilizando un espec- 
trofotómetro Beckman DU—Modelo G—2400. Las soluciones de DNA se coj2 
sideraron suficientemente libres de proteínas y fenol cuando cum­
plían la condición / A 00~ « 2.r 260 nm 280 nm
Los rendimientos oscilaron entre 0.2 y 0.4 miligramos de 
DNA por litro de cultivo original.
C. RNA.
3
Para preparar H—RNA marcndo por pulsos se infectaron ba£
terias en fase logarítmica de crecimiento (D0C~-, * 0.5) con el# 500 nm
bacteriófago y a la temperatura que en cada case se indican (Ver 
las leyendas de las Figuras 4, 13, 14 y 16) y a m.i. » 10 bacteriof a- 
gos/bacteria.
A distintos tiempos después de la infección se agregó al 
3 3
cultivo H—Uracilo o H—Uridina, hasta alcanzar las concentraciones
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y actividades que sé indican en cada caso (los valores consignados 
corresponden a juCi y jug por mililitro de cultivo, valores finales 
en el experimento). Al cabo de 2 minutos se detuvo la incorpora­
ción, enfriando el cultivo con la mitad de su volumen de 5S-Mg co_n 
gelado (en presencia de NaN^ i0~^ M) • Una vez fría, la suspensión 
de células infectadas se centrifugó durante 10 minutos a 5000 rpm 
(centrífuga Sorvall, rotor SS-34). El sedimento se resuspendió en 
R5B .(más NaN^ 10 M) , empleando un volumen de 0.5 a 1 mi por cada 
10 mi de cultivo original. Se agregó lisozima hasta 0• 3 mg/ml y la 
suspensión se congeló rápidamente con etanol a -80°C y se calentó 
a 37° C hasta descongelamiento. Se repitió el congelamiento y ca­
lentamiento, continuando este último, luego de descongelada la su_s 
pensión, hasta que comenzó la lisis celular (habitualmente después 
que había transcurrido 1-2 minutos, desde el descongelamiento, a 
37° C)• En ese momento se agregó dodecilsulfato de sodio hasta 1% 
(p/v) y acetato de sodio pH 5.5 hasta 0.1 M e inmediatamente des­
pués fenol bidestilado (previamente equilibrado con agua).
r Se practicó la extracción fenólica a 70° C, -se enfrió rá
pidamentc en baño de hielo y re centrifugó durante 10 minutos a 
8000 rpm (centrífuga Sorvall, rotor 55-34). La capa acuosa se reex 
trajo, en las mismas condiciones, hasta desaparición de película
blanca en la interfase fenol/agua. En general fueron suficientes
»
cuatro extracciones. La fase acuosa final se dializó contra Tris-Cl 
-2
10 M pH 7.5 y NaCl 1 M y luego contra Tris-Cl 10 M pH 7.5.
Los H-RNAs se conservaron a -20° C.
La concentración de RNA se determinó espectrofotométrica
mente a 260 nm (e 260 nm .3 x 10 cm
2 -1 ), utilizando un espectro
fotómetro Beckman DU-Modelo C-2400. Las soluciones de RNA se consi
cJeraron suficientemente libras de proteínas y fenol cuando cumplían
la condición A0,n ^  / A * 2.260 nm 280 nm
Los rendimientos oscilaron entro 0.01 y 0.03 mg por mili 
litro de cultivo y las incorporaciones entre 20000 y 50000 cpm por 
mililitro de cultivo, dependiendo del bacteriófago utilizado en la
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infección, de la temperatura dol cultivo, de la presencia de inhi­
bidores y de la actividad específica del precursor utilizado.
VIII. PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES.
*
A. Bacterias viables.
Para determinar el número de bacterias viables se enten­
dieron 0.05 a 0.1 mi de una dilución apropiada de bacterias en SS-Mg 
sobre una placa de Petri con el medio sólido que corresponda. Las 
colonias pueden contarse al cabo de 12 horas a 37° C.
B. Titulo de un lisado, bacteriofaqos libres y bacterias infectadas.
El^título de un lisado (número de partículas capaces de 
formar placa de lisis por mililitro de lisado) se determinó de la 
siguiente manera: se preparó unr dilución apropiada de lisado (en 
SS-Mg); se mezcló 0.1 mi de esta dilución con 0.2 mi de bacteria 
indicadora y 2.r)-3 mi de ágar blando salino (fundido y mantenido a 
45-50° C). Esta mezcla se extendió sobre una placa de Petri con me 
dio sólido apropiado. Al cabo de 12-15 horas de incubación a 37 o 
44° C, se pueden contar las placás de lisis.
La suma de bacteriófagos libres y bacterias infectadas 
por mililitro de cultivo infectado se determinó a partir de una d^i 
lución apropiada del cultivo infectado, siguiendo la técnica des­
cripta anteriormente.
El número de bacteriófagos libres (no adsorbidos a bacte^ 
r i as) en un cultivo infect¿idc so determinó cel siguiente m o c q : se 
centrifugó una alícuota del cultivo infectado durante 10 minutos a 
10000 rpm (centrífuga borvall, rotor 55-34). El sobrenadante de la 
centrifugación contenía los bacteriofagos libres (las bacterias ir 
fectadas sedimentan)• Se preparó una dilución apropiada del sobreña 
dante y se la tituló, como liemos descripto. El número de bacterias 
infectadas se obtuvo restando el de bacteriófagos libres del total 
dí' bacteriófagos libres y bacterias infectadas.
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C. Bact.orlofaqos totales e intracelulares
A una alícuota de cultivo infectado se le agregó lisozima
o
hasta 0,3 mg/ml y NaCN hasta 5 x 10 M. Luego de incubar 15 minu- 
tos a 37° C se diluyó convenientemente y se sembró de la manera in­
dicada en B. El número de placas de lisis obtenidas correspondió a 
los bacteriófagos totales. El número de bacteriófagos intracelula- 
res se obtuvo restando el número de bacteriófagos libres del de bac^  • 
teriofagos totales.
D. Bacteria indicadora.
Un cultivo saturado (12-15 horas).se diluyó unas 50 veces
en medio fresco y se mantuvo en baño termostatizado, con agitación,
hasta D0rr.~ * 1.5 aproximadamente. De esta manera se logró un 
500 nm
o
cultivo con alrededor de 3 x 10 bacterias/ml, en fase logarítmica 
de crecimiento, de modo que 0.1-0.2 mi del mismo eran suficientes 
para formar una capa continua sobre una placa de Petri con medio a- 
propiado, en 12 horas a 37 o 44° C.
E• Complementación en medio sólido.
Las complementaciones se realizaron agregando sucesivamejn 
te y en forma superpuesta, una gota de cada uno de los bacteriófa­
gos que se deseaban complementar, sobre una placa de Petri con me-i 7
dio sólido y una placa superior de ágar blando salino con 3-4 x 10 
bacterias apropiadas.
Las gotas contenían un número de bacteriófagos tal que e- 
ra el máximo posible sin agronar revertantes.
Los ensayos se llevaron a cabo en condiciones no permisi­
vas para el par de mutantes a complementar. Para el caso de comple­
mentación entre mutantes suprosibles y sensibles a la temperatura 
se utilizó B. subtilis 168 M (no supresor) y la temperatura de incu 
bación fue 44o C. Además se practicaron los controles positivos (li 
sis en condiciones permisivas) y negativos (no lisis en condiciones 
no permisivas), para cada uno de.-los bacteriófagos a complementar.
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La complementación so consideró positiva cuando se obser­
vé placa do lisis donde se agregaron superpuestos los dos bacterió­
fagos y no se la observó donde se agregaron cada uno de ellos por 
Separado* Se la consideró negativa cuando no se observó placa de 1JL 
sis en ninguno de los tres sitios#
F. Síntesis de DNA.
La síntesis de DNA se midió a través de la incorporación 
de H-Adenina en material estable al álcali y precipitable por áci­
do tricloroacético (TCA)•
Se infectaron bacterias en fase logarítmica de crecimien­
to (D0enrk m 0*5) con el bacteriófago y a la temperatura que en 
duu nm
cada caso se indican (Ver las leyendas de las Figuras 3f 10, 11 y 15 
y de,la Tabla 1) y a m.i.» 10 bacteriofagos/bacteria• A los tiempos
3
indicados en cada caso se agregó al cultivo infectado H-Adenina 
hasta las concentraciones y 'Actividades que se consignan.
A distintos tiempos se tomaron muestras de 0.5 mi que se 
agregaron a 1 mi de KOH 1 M y fueron incubadas jurante 3 horas a 45°C. 
Transcurrido dicho tiempo, las muestras se precipitaron, en frío, con 
TCA 5%(p/v; concentración final). Los precipitados fueron recogidos 
sobre filtros de nitrocelulosa, lavados tres veces con TCA 5% (alre­
dedor de 10 mi por vez) y luego con 0.5 mi de etanol/agua (70/30).
Los filtros se secaron y contaron con tolueno-Omniflúor (New England 
Nuclear; 4 g/1), en un contador de centelleo líquido Packard Tri-Carb.
G. Síntesis de RNA.
La síntesis de RNA total se midió a través de la incorpora
 ^ ¡ 
ción de H-Adenina en material álcali lábil y precipitable por TCA.
La infección y agregado de precursor se realizaron como
para el caso de la síntesis de DNA (Ver las leyendas de las Figuras
11, 12 y 15).
A distintos tiempos se tomaron muestras de 0.5 mi, que fue 
ron agregadas a 1 mi de KOH 1 M. Inmediatamente después, se agregó 
TCA hasta 5 % a una fSarte de la mezcla y el precipitado se recogió,
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lavó y contó como para el caso de síntesis de DNA. El resto de la 
mezcla se hidrolizó, para determinar incorporación a DNA.
La incorporación a RNA resultó de restar de la total (pre— 
hidrólisis alcalina) la incorporación en DNA (post-hidrólisis alca­
lina), multiplicadas ambas por los factores apropiados para su ex­
presión en cpm/0.5 mi de cultivo.
H. Ensayo de hibridlzafclón.
Se realizó según el método de Nygaard y Hall (1964). Se 
incubó 3H-RNA con exceso de DNA de SPO 1 (20-40 >jg/ml, concentración 
final), en SSC x 2, durante tres horas a 70° C, en un volumen final 
de 0.200 mi. Inmediatamente antes de ser agregado, el DNA fue desn£ 
turalizado por calentamiento a 100° C, durante 10 minutos, en Tris- 
C1 10~2 M pH 7.5.
Finalizada la incubación se agregó RNAsa hasta 12.5 p g / m l, 
incubando 15 minutos a 37° C.
Los híbridos se recogieron sobre filtros de nitrocelulosa, 
lavando tres veces con Tris-KCl (aproximadamente 10 mi por vez) y 
una vez con 0.5 mi de etanol/agua (70/30). Los filtros se secaron y 
contaron como se describió anteriormente.
I• Transiciones en las condiciones de cultivo.
1. Transiciones con dilución.
Las transiciones térmicas y entre medios con y sin cloran 
fenicol fueron realizadas por dilución cuando el objeto del experi­
mento era medir producción de bacteriófagos (Figuras 5, 6, 7, 8 y 9).
Se infectó B. subtilis 168 M en fase logarítmica de creci 
miento (DO^qq nm - 0.4), a 37 o 44°C,con SPO 1 silvestre o ts-14-1, 
según el caso y a multiplicidad de infección baja (menor que 0.5 ba£ 
teriofagos/bacteria). En estar, condiciones, el número de bacteriófa­
gos libres, que constituye el blanco del experimento, fue suficien­
temente bajo como para permitir determinaciones significativas. A 
los 2 minutos, los cultivos se diluyeron 50-100 veces sin cambiar
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las condicionesf para evitar las reinfecciones que podrían produ­
cirse cuando -el experimento se prolongó más allá del tiempo reque­
rido para la lisis de las bacterias infectadas* Entre los 4 y 5 nni 
ñutos post-infección se determinaron los números de bacteriófagos 
libres y de bacterias infectadas*
A distintos tiempos se realizaron los cambios de tempera 
tura, diluyendo 50-100 veces una alícuota de cultivo a 37° C en me 
dio a 44° C, o viceversa. Para las transiciones entre medios con y 
sin cloranfenicol el factor de dilución fue 100 y las concentrado 
nes finales de cloranfenicol fueron 0*1 y 0*001 mg/ml, respectiva­
mente*
La adición de 0*1 mg/ml de cloranfenicol a un cultivo de
B* subtilis 168 M, a 37° C, anula completa e inmediatamente la in-
14corporación de C-Leucina a proteínas (Romanowsky & col., 1974, 
resultados no publicados)*
Luego de 60 minutos de realizada la transición se deter­
minó la producción de bacteriófagos, lisando una alícuota del cul­
tivo con lisozima y NaCN (concentraciones finales 0.3 mg/ml y 5 x
_3
10 M, respectivamente) y sembrando una dilución apropiada del 1¿ 
sado sobre B* subtilis 168 M, como se ha descripto* A esta produc­
ción se le restó en todos los casos el número de bacteriófagos li­
bres •
El diseño del experimento combinado de la Figura 9 tiene 
algunas diferencias con lo que aquí se ha descripto (Ver la leyenda 
de la Figura 9)•
2• Transiciones sin dilución
Las transiciones se realizaron sin dilución cuando se de­
seaba medir la incorporación, acumulativa o por pulsos, de precurso 
res radioactivos a ácidos nucleicos. Además, en estos casos debieron 
emplearse altas multiplicidades de infección para que el mayor núme 
ro de bacterias resultasen infectadas (Figuras 9 a 16).
Se infectó B* subtilis 168 M en fase logarítmica de creci 
miento (D05QO nm ■ 0.5) con ts-14-1, aua-P-30 o aua-F-30/ta-14-l# a
2«
44° C y m.i. ■ 10 bacteriofagos/bncteria•
La transición desde 44 a 37° C se realizó a los 15 minu­
tos post-infección, pasando el cultivo por un refrigerante helico_i 
dal, cuya camisa contenia agua a 35° C y recibiéndolo en un burbu- 
jeador equilibrado a 37° C. Fl refrigerante había sido lavado jus­
to antes de la transición con 25 mi de SS-Mg a temperatura ambien­
te. En estas condiciones, el cultivo pasó de 44 a 37° C en 30 se­
gundos aproximadamente. Para efectuar la transición desde 37 a 44° 
C se procedió en forma análoga, pasando el cultivo a través de un 
refrigerante helicoidal por cuya camisa circulaba agua a 56-57° C 
y que había sido lavado inmediatamente antes de la transferencia 
con 25 mi de SS-Mg a temperatura ambiente. El cultivo se recibió 
en un burbujeador equilibrado a 44° C. En estas condiciones, la 
temperatura de incubación pasó de 37 a 44° C en unos 30 segundos, 
sin que el cultivo sufriera sobrecalentamiento.
Un cultivo de B. subtilis 168 M, no infectado, sometido 
a un descenso y posterior ascenso de temperatura, en las condicio­
nes indicadas aquí, continuó creciendo sin que se modificara su 
tiempo de duplicación.
29  -
R E S U L T A D O S
I. COMPORTAMIENTO DEL MUTANTE ts-14-1 EN CONDICIONES PERMISIVAS.
El desarrollo de SPO 1 silvestre en B. subtilis 168 M a 
37° C presenta una serie de etapas, definidas por un conjunto de 
eventos típicos del ciclo lltico del bacteriófago* Estos eventos 
consisten en la transcripción de las diferentes clases de mRNAs, 
su traducción, la replicación del material genético, el armado de 
las partículas virales y la lisis de la bacteria. Existe unordena 
miento temporal de tales hechos y se pueden determinar experimen- 
talmente los tiempos a los que se producen algunos de ellos.
Así, la síntesis de DNA comienza alrededor de 10 minutos 
después de la infección y no existen diferencias de importancia 
cuando se utilizan las cepas de B. subtilis HA 101 A y HA 101 B y 
cuando la temperatura de incubación es 44°C(Gage & Fujita, 1969; 
Wilson & Gage, 1971; Añón, 1974).
Otro tiempo característico es el necesario para la apa­
rición, dentro de la bacteria infectada, del equivalente a una paj: 
tícula viral infectante. Este tiempo es de aproximadamente 29 minia 
tos en las cepas 168 M y HA 101 A, tanto a 37° C como a 44° C. En 
cambio, en la cepa HA 101 B se requieren aproximadamente 50 minu­
tos para la aparición del equivalente de un bacteriófago por bac­
teria infectada (Añón, 1974).
Debe tenerse en cuenta que estas determinaciones temporja 
les son aproximadas, por cuanto la infección de una población nume 
rosa de bacterias no es simultánea y el dato obtenido representa 
el promedio para toda la población. Este hecho introduce un error 
del orden de 1 a 2 minutos. Por otra parte, la determinación del 
número de bacteriófagos por bacteria infectada requiere la determi
nación del número de bacterias infectadas y del número de bacterio
í
fagos internos, que involucran varias diluciones y el recuento de 
placas de lisis. Estas operaciones tienen un error relativo de al­
rededor de 5 % para cada medida de volumen y de N para la de­
terminación de un número N de placas de lisis.i
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Por estas razones, los tiempos de aparición de una partí­
cula viral infectante por bacteria infectada provienen generalmente 
de varios experimentos y deben considerarse sólo como aproximados#
La determinación del comienzo de la síntesis de DNA tiene 
el error debido a la no simultaneidad de la infección. En cambio, 
la medida de H-Adenina incorporada a material álcali estable ácido 
precipitable (método habitual para medir síntesis de DNA), tiene un 
error total pequeño, del orden de 5 %.
Otra característica del ciclo Utico la constituye la cur 
va de nivel de transcripción viral a lo largo de la infección. Es 
decir, la proporción del RNA total, sintetizado en un momento dado 
por la bacteria infectada, que hibridiza a DNA del bacteriófago. 
ta curva resulta de determinaciones cuyos errores son similares a 
los de la síntesis de DNA, relativamente bajos en comparación con 
las determinaciones de bacteriófagos producidos por bacteria infec­
tada#
Aquí se han medido estos tres parámetros para el mutante 
ts-14-1, en condiciones permisivas (37°C), con el objeto de probar 
si su ciclo de vida es temporalmente normal (comparado con el del 
tipo silvestre)# Como se verá, ts-14-1 muestra un retraso en su de­
sarrollo en condiciones permisivas. El conocimiento de la magnitud 
de ese retraso y su ubicación en el ciclo Utico resultan imprescijrc 
dibles para el análisis y discusión de los resultados de experimen­
tos posteriores.
A. Crecimiento de ts-14-1 en B. subtilis 168 M a 37°C
Se determinó el número de bacteriófagos totales, a dis<- 
tintos tiempo* después dé lá infección de Bacillus subtilis 168¡ M 
con ts-14-1 a 37°C# Los resultados se muestran en la Figura 2, en 
la que se han incluido también los obtenidos en un experimento del 
mismo tipo realizado con SPO 1 silvestre#
Puede apreciarse que, mientras el tipo silvestre alcanza 
el equivalente de un bacteriófago por bacteria infectada alrededor
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Figura 2. Producción de bacteriófagos por B> aubtllls 168 W ln- 
f e u d o  con SPO 1 «llv.tr. « con U-14-1 . 37° c.
kos bacteriófagos totales se determinaron9 de acuerdo a lo des­
crito en Materiales y Métodos, a distintos tiempos después de 
la Infección de B. subtllls 168 M con SPO 1 silvestre (e) o con 
ts-14-1 (o)•
Los resultados se expresan como porcentaje del rendimiento obte 
nido 60 minutos después de la Infección. Gaos rendimientos fue­
ron 509 82 y 36 bacterlofagos/bacterla Infectada, en tres expe­
rimentos con SPO 1 silvestre y 9, 60 y 24 bacterlofagos/bacte­
rla Infectada en tres experimentos con ts-14-1. Han sido resta­
dos los blancos (bacteriófagos libres a los 5 minutos post-ln- 
facción), cuyos valores máximos fueron 0.7 y 0.4 % para SPO 1 
silvestre y ts-14-1 respectivamente.
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de los 28-29 minutos después fie la infección, ts-14-1 lo hace apro 
ximadamente a los 38 minutos después de la infección. Es decir, 
ts-14-1 muestra un retraso de unos 9-10 minutos respecto al silve^s 
tre para alcanzar el equivalente de un bacteriofago/bacteria infec: 
tada; luego de ese punto, no parece haber un retraso adicional en 
la producción de bacteriófagos. Esta diferencia es significativa, 
por ser sensiblemente mayor que la atribuíble al error que acompa­
ña a estas medidas. Además, la lisis celular (observada visualmen­
te) presenta un retraso similar.
Quiere decir, entonces, que la mutación presente en 
ts-14-1 afecta a éste de un modo tal que, aún en condiciones perrni 
sivas, su desarrollo es más lento que el del tipo silvestre.
B. Síntesis de DNA en B. subtilis 168 M infectado con ts-14-1 a 37°C,
La síntesis de DNA en B. subtilis 168 M infectado con el 
mutante ts-14-1 a 37° C se midió por incorporación de JH-Adenina en 
material estable al álcali y precipitable por ácido tricloroacético. 
En la Figura 3 se muestran los resultados, junto a los obtenidos en 
un experimento análogo con el tipo silvestre de SPO 1.
Como puede apreciarse, en el tipo silvestre la síntesis 
de DNA se inicia aproximadamente 10 minutos después de la infección, 
en coincidencia con lo descripto por otros (Gage & Fujita, 1969; 
Wilson & Gage, 1971; Añón, 1974). En cambio, para el caso de ts-14-1 
la replicación comienza lentamente y adquiere la pendiente del tipo 
silvestre recién hacia los 20 minutos después de la infección; de 
ahí en más, las curvas don aproximadamente paralelas y los valores 
finales son similares para el silvestre y el mutante.
Por lo tanto, se observa un retraso de unos 10 minutos en 
la iniciación de la replicación, que es del mismo orden del observa 
do en el tiempo de aparición de un bacteriofago/bacteria infectada. 
Una vez iniciada, la síntesis de DNA ocurre aproximadamente a la 
misma velocidad que en el silvestre.
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Figura 3. Incorporación da H-Adenjna en PNA por B. subtilis 
166 M infactado con SPO 1 silvestre o con ta-14-1 a 
37° C.
A los 6 minutos después de la infección de B. subtllls 168 M con 
SPO 1 silvestre (•) o con ts-14-1 (o)f a 37° C f se agregó al cul^  
tivo ^H-Adenina (2.7 juCi/ml y 17 jug/ml). A distintos tiempos se 
tomaron muestras de 0.5 mi que fueron procesadas como se descri­
be en Materiales y Métodos. El porcentaje de bacterias no infec­
tadas fue 0.2f en ambos casos.
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C. Nivel de transcripción viral en B. subtilis 168 M infectado con 
a 37° C .
El nivel de transcripción viral se determinó por hibridi- 
zación a DNA de SPO 1 de H-RNAs obtenidos marcando RNA total con
3
H-Uridina durante pulsos de 2 minutos, a distintos tiempos después 
de la infección. En la Figura 4 se muestran los resultados obteni­
dos para B. subtilis infectado con ts-14-1 a 37° C. Se incluyen, 
también, los resultados obtenidos con el tipo silvestre, a 37° C, 
por Gage y Gelduschek (1971 a) y con ts-14-1 y SPO 1 silvestre, a 
44° C, por AHÓn (1974). Se han incluido estas curvas, tomadas de la 
bibliografía, debido a que no fueron realizadas en forma completa 
durante este trabajo. Sin embargo, varios de sus puntos han sido re 
petidos como control, obteniéndose resultados concordantes.
La figura pone en evidencia el muy bajó nivel de transcri£ 
ción exhibido por ts-14-1 a 44° C después de los 10 minutos post-in 
facción, lo cual implica defectos importantes en la bioslntesis de 
RNAs de las clases m^l>, y _1.
En el caso de SPO 1 silvestre a 37° C, la transcripción 
viral se incrementa rápidamente desde el segundo al séptimo minuto 
post-infección; luego decae, presentando un valle entre el octavo y 
el decimocuarto minutos recupera a los 18-20 minutos el nivel de 6-7 
minutos, manteniéndose aproximadamente constante hasta los 28 minu­
tos. El nivel alcanzado en la zona del valle es alrededor de la mi­
tad del correspondiente al pico y al tardío.
Para el caso de bacterias infectadas con ts-14-1, el nivel 
se incremente rápidamente en los primeros minutos post-infección, al 
cansando un máximo entre los 6 y 8 minutos. Luego decae, desde el no 
veno minuto y vuelve a incrementarse después de los 21 minutos, lle­
gando recién entre los 28 y 30 minutos a niveles comparables a los 
observados entre los 5 y 8 minutos. Además, el nivel de transcripción 
en la zona del valle representa un tercio del alcanzado en el pico 
(6-8 minutos).
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Figura 4, Nivel de transcripción viral en B, subtills 168 M infec- 
tado con SPO 1 silvestre o con ts-14-1.
A diferentes tiempos después de la infección de B. subtilis 168 M 
con ts-14-1, a 37° c (parte E), se marcó RNA con ^H-Uridina 
(20 ¿iCi/ml y 0,36 ;ug/ml), durante pulsos de dos minutos. El porcen­
taje de bacterias no infectadas fue 0.5.
Los RNAs fueron aislados e hibridizados a DNA de SPO 1 de acuerdo 
a lo descripto en Materiales y Métodos.
Los resultados de la parte A, correspondientes a SPO 1 silvestre, 
han sido tomados de Gage & Geiduschek, 1971 a (37° C) y de Añón, 
1974 (44° C) y los de la parte B (ts-14-1 a 44° C) de Añón, 1974.
3H-RNA (ts-14-1; 37°C) 
Periodo de marcación 
(min)
Blanco en 
ausencia de DNA 
(cpm)
Radioactividad 
total agregada 
(cpm)
2-4 6? 2939
5-7 27 674
6-8 34 487
9-11 32 714
12-14 27 320
15-17 41 763
19-21 74 483
28-30 82 868
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La comparación de ambas curvas • indica que ts-14-1 tiene 
un estiramiento temporal de la zona del valle, que toma de 6 a 10 
minutos en el silvestre (como máximo) y que en el mutante se extieji 
de no menos de 12 minutos (desde los 9 a los 21 minutos post-infeC- 
ción, como mínimo). Además, hasta los 7 minutos las curvas son muy 
similares, sugiriendo que no existe un retraso en etapas tempranas 
de la transcripción viral. En cambio, mientras el silvestre recupe­
ra, luego del valle, su nivel de transcripción máximo entre los 18 
y 20 minutos post-infección, ts-14-1 lo hace recién entre los 28 y 
30 minutos.
En otras palabras, ts-14-1 presenta un efecto de retardo 
de unos 10 minutos respecto al silvestre; ese retardo parece estar 
localizado entre los 8 y los 30 minutos post-infección, es decir en 
la zona del valle. Estos 20-22 minutos que ts-14-1 necesita para 
transitar el valle son sólo 10-12 minutos para el silvestre.
D. Análisis de los resultados.
El análisis en conjunto de los resultados de producción 
de bacteriófagos, síntesis do DNA y transcripción viral, indica que 
el desarrollo de ts-14-1 a 37° C está retrasado unos 10 minutos, 
respecto a SPO 1 silvestre. Este retraso parece establecerse luego de 
los 8 minutos post-infección, según lo sugieren las curvas de nivel 
de transcripción. De ahí en más, todos los parámetros medidos mues­
tran un retraso, respecto al silvestre, aproximadamente constante.
Si se considera que la zona del valle en la curva de nivel de trans 
cripción, se extiende, en el silvestre, desde un poco antes que co­
mience la replicación, hasta por lo menos 4 minutos después y que 
la aparición de un bacteriof igo/bacteria infectada ocurre (también 
en el silvestre) unos 18—20 minutos después de iniciada la replica— 
ción, podemos ver que el retraso (unos 10 minutos) con que ts-14-1 •
• La comparación es válida puesto que las multiplicidades de infec­
ción utilizadas en ambos casos son muy similares.
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efectúa la síntesis de DNA con una cinética similar a la del silvejs 
tre, es suficiente para explicar los demás retrasos observados. E- 
lectivamente, ts-14-1 alcanza el equivalente de un bacteriofaqo/bac 
teria Infectada luego de uno.*» 18 minutos de iniciada la replicación 
y el valle en la curva de transcripción viral, que comienza al mis­
mo tiempo que en el silvestre, se extiende hasta un poco más allá 
del tiempo en que la replicación funciona con una velocidad similar 
a la del silvestre.
De modo que, aparentemente, el estiramiento temporal en 
el ciclo de vida de ts-14-1 está comprendido entre los 8 y los 20- 
?? minutos post-infección y una vez que la síntesis de DNA está reji 
taurada, todos los eventos se desarrollan a velocidad semejante a 
la del silvestre, sin retardos adicionales ni recuperación del tiejn 
po perdido.
Esta interpretación es especulativa, puesto que el único 
parámetro medido antes, durante y después de la presunta "etapa len^  
ta" en el ciclo lítico del mutante, es el nivel de transcripción v_i 
ral. Otras alternativas se discutirán posteriormente.
Sin embargo, el retraso existe y es del orden de 10 minu­
tos con respecto al tipo silvestre.
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II. ESTUDIO "IN VIVO" DEL MUTANTE ts-14-1 EN DISTINTAS CONDICIONES 
DE CULTIVO*
Los imitantes de bacteriófagos sensibles a la temperatura 
son muy útiles para el estudio "in vivo*' de la mutación que presen­
tan, del tipo de función que corresponde al cistrón mutado y del 
lapso de tiempo en el cual esa función se necesita para el desarro­
llo del bacteriófago (Pulitzer, 1970; Pulitzer & Geiduschek, 1970),
Esta posibilidad de estudio "in vivo" deriva de la facil^i 
dad que existe con los mutantes sensibles a la temperatura para cani 
biar rápidamente las condiciones de desarrollo desde la permisiva a 
la no permisiva y viceversa. Estos cambios bruscos son impractica­
bles con mutantes supresibles (y de huésped en general).
Las transiciones rápidas en la temperatura de trabajo pue 
den combinarse con el agregado o la eliminación (o dilución) de an­
tibióticos del medio de cultivo, con lo que aumentan las posibilida, 
des de estudio con este tipo de mutantes.
La potencialidad de los experimentos de transiciones tér­
micas y de antibióticos, en cultivos de bacterias infectadas con imj 
tantas de bacteriófagos sensibles a la temperatura, fue usada por 
Pulitzer para el estudio de la función del gen 55 del bacteriófago 
T 4 (Pulitzer, 1970; Pulitzer & Geiduschek, 1970) y por Añón para 
la del gen 28 de SPO 1 (Añón, 1974).
Se detallarán a continuación una serie de experimentos di 
señados con el objeto de conocer: a) la naturaleza de la mutación 
presente en ts-14-1; b) el tipo de función del gen 31; c) el tiempo 
en el que la función del gen 31 se requiere para el desarrollo del 
bacteriófago SPO 1.
A. Transiciones desde condiciones permisivas a no permisivas.
Los experimentos que siguen consisten en el brusco cambio 
en la1temperatura de incubación de B. subtilis 168 M infectado con 
el mutante ts-14-1 desde 37° C (temperatura permisiva) a 44° C
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(temperatura no permisiva), acompañado de la determinación del nú­
mero de bacteriófagos presentes dentro de la bacteria al tiempo de 
la transición térmica, y de los producidos luego de 60 minutos de 
la misma. De los resultados obtenidos se puede inferir el tiempo 
mínimo que la función del gen 31 necesita para que su expresión se 
traduzca en la producción de progenie.
La maduración de precursores virales puede estimarse mi­
diendo la producción de bacteriófagos luego de la transición desde 
condiciones permisivas a un medio en el que la síntesis de proteí­
nas está inhibida.
Se realizaron en forma conjunta los experimentos de tran 
siciones térmicas y de antibiótico y en paralelo para SPO 1 silve¿ 
tre y el mutante ts-14-1.
Para ello se infectó B. subtilis 168 M a 37° C y a disti^n 
tos tiempos se cambió rápidamente la temperatura a 44° C o se pasó 
a un medio con cloranfenicol. Se midieron los bacteriófagos inter­
nos al tiempo de las transiciones y los producidos 60 minutos des­
pués de ellas.
Los resultados obtenidos ce muestran en la Figura 5 para 
el tipo silvestre y en la Figura 6 para el mutante ts-14-1.
SPO 1 silvestre es parcialmente sensible a la transición 
desde 37 a 44° C hasta aproximadamente los 25 minutos después de 
la infección (Figura 5). Los resultados de 13 transiciones realiza^ 
das hasta ese tiempo arrojan un rendimiento promedio de 26% respec 
to al rendimiento a 37° C (error típico de la media = 4). A pesar 
de la gran variación exhibida por estos experimentos, el menor de 
los rendimientos obtenidos en las 13 transiciones mencionadas (6%) 
fue 20 veces superior al blanco correspondiente (0.3%).
Cuando lar transiciones se realizaron entre 25 y 35 minvj 
tos después de la infección, los rendimientos se incrementaron, 
persistiendo la gran variación entre distintos experiméntele • Luego 
de los 35 minutoí, la transferencia desde 37 a 44° C no afectó la
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Figura 5. Producción de bacteriófagos por B, subtllis 168 M in­
fectado con SPO 1 silvestre a 37° C y transferido a 
44° C o a  medio con cloranfenicol.
*
A distintos tiempos después de la infección, alícuotas del culti­
vo a 37° C fueron diluidas en medio a 44° C (•) o en medio a 37°C 
conteniendo 0,1 mg/ml de cloranfenicol (▲), donde la incubación 
continuó por 60 minutos. Los bacteriófagos intracelulares (o) fue 
ron determinados de acuerdo a Materiales y Métodos.
Los resultados se expresan como porcentaje del rendimiento obten^i 
do cuando el cultivo permanece a 37° C (sin agregado de cloranfe- 
nicol). En cuatro experimentos, el rendimiento a 37° c fpe 36, 82, 
25 y 50 bacteriofagos/bacteria infectada. El mayor blanco experi­
mental (bacteriófagos libres) fue 1 %.
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Figura 6. Producción de bacteriófagos por B. subtllis 168 M in- 
fectado con ts-14-1 a 37° C y transferido a 44° C o a  
medio con cloranfenicol.
A distintos tiempos después de la infección, alícuotas del culti­
vo a 37° C fueron diluidas en medio a 44° C (•) o en medio a 37°C 
conteniendo 0.1 mg/ml de cloranfenicol ( A ) ,  donde la incubación 
continuó por 60 minutos. Los bacteriófagos intracelulares (o) fue 
ron determinados como se describió en Materiales y Métodos.
Los resultados se expresan como porcentaje del rendimiento obteni 
do cuando el cultivo permanece a 37° C (sin agregado de cloranfe— 
nicol). En cuatro experimentos, el rendimiento a 37° C fue 60, 5, 
9 y 24 bacteriofagos/bacteria infectada. El mayor blanco experi­
mental fue 0.5 %• *
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producción de bacteriófagos por B. subtilis infectado con SPO 1 sil­
vestre.
Se ha observado un efecto similar cuando se realizó este 
experimento con B. subtilis HA 101 B infectado con SPO 1 silvestre; 
en ese caso también existe una disminución variable en el rendimien­
to cuando la elevación de la temperatura se produce hasta 25 minutos 
después de la infección (Añón, 1974).
La sensibilidad parcial del tipo silvestre a la transición 
térmica nó impide su utilización como control positivo para los ex­
perimentos similares efectuados con el mutante ts-14-1. En efecto, 
ts-14-1, durante los primeros 20 minutos después de la infección, es 
sensible a la transición desde 37 a 44° C en un grado tal que la pr£ 
ducción de bacteriófagos se reduce siempre en un factor superior a 
100 (Figura 6).
Cabe agregar que SPO 1 silvestre no muestra sensibilidad a 
la temperatura cuando se lo titula sobre B. subtilis 168 M, HA 101 A 
o HA 101 B, en medio sólido, a 37 y a 44° C. En cambio, en experimen^ 
tos en medios líquidos se aprecia que el rendimiento, en bacteriófa­
gos por bacteria infectada, es menor a 44° C que a 37° C, independien^ 
temente de la cepa bacteriana utilizada, 168 M, HA 101 A, HA 101 B 
(Añón, 1974). Esta sensibilidad a la temperatura, en medio líquido, 
es relativamente pequeña, menor que la observada en la Figura 5.
La transición desde condiciones permisivas a un medio en el 
que la síntesis de proteínas está inhibida, detiene la producción de 
bacteriófagos. En efecto, la producción de bacteriófagos luego de di 
cha transición es similar al número de bacteriófagos presentes den­
tro de la bacteria al momento de la transición (Figura 5). Este re­
sultado indica que en B. subtilis infectado con SPO 1 no existen pre 
cursores ensamblables en ausencia de síntesis de proteínas; es decir, 
que la producción de bacteriófagos requiere síntesis de proteínas 
concomitante. Este efecto no se debe a toxicidad del inhibidor sobre 
SPO 1, puesto que SPO 1 incubado durante 60 minutos en presencia de 
cloranfenicol (en la concentración usada en estos experimentos), no
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presenta disminución en su capacidad para formar placas de lisis so­
bre B. subtilis 168 M.
Cuando el experimento de transición térmica se realiza con 
bacterias infectadas con el mutante ts-14-1 (Figura 6), los resulta­
dos indican que si la transición se efectúa durante los primeros 20
minutos después de la infección, no hay producción de bacteriófagos
por encima de los ya presentes en la bacteria al tiempo de elevar la 
temperatura. A partir de los 20 minutos, la producción de bacteriof¿ 
gos comienza a ser superior al número de partículas virales existen­
tes al momento del cambio de temperatura y va creciendo hasta llegar 
a igualar al rendimiento que muestra el cultivo no transferido a teni 
peratura no permisiva. Esta situación se alcanza alrededor de los 50 
minutos después de la infección, que es el tiempo aproximado de li-
si5» para este mutante en B. subtilis 168 M a 37° C.
Estos resultados muestran que el efecto del gen 31 comien­
za a ser detectable alrededor de los 20 minutos después de la infec­
ción pero es requerido durante todo el ciclo vegetativo de SPO 1 pa­
ra obtener un rendimiento máximo de bacteriófagos por bacteria infec^ 
tada. Es decir que, por una parte, la función del gen 31 tiene efec­
to "de disparo" sobre el desarrollo de SPO 1, puesto que el requeri­
miento es tcrtal hasta un determinado momento y de ahí en más es sólo 
parcial. Por otra parte, el efecto de la función es, de algún modo, 
agotable, pues debe estar activa durante todo el ciclo de vida para 
asegurar una progenie tan abundante como la que se obtiene cuando no 
se inactiva la función por transición térmica.
üebe tenerse presente que la determinación del tiempo míai 
mo necesario para visualizar el efecto del gen 31 no implica la loca 
lización temporal de los proceros por los cuales el gen es transcrij^ 
to, traducido y su producto puesto en condiciones de desarrollar su 
acción.
Por otra parte, el requerimiento de actividad del gen 31 
se extiende hasta el momento en que ts-14-1 comienza la replicación 
activa de su genoma. Esta coincidencia es atrayente, dado que ts-14-1
j/
i
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es defectivo en repllcación en condiciones no permisivas#
Con respecto al efecto que tiene la transición desde con­
diciones permisivas a medio con inhibidor de síntesis de proteínas, 
es el mismo que se observa con el tipo silvestre y que ya se ha ana 
1 izado#
B. Transiciones desde condiciones no permisivas a permisivas.
Una vez establecido el tiempo mínimo que la función del 
gen 31 debe permanecer activa (a 37° C) para permitir la producción 
de bacteriófagos luego de cambiar la temperatura a 44° C, tratamos 
de determinar cuál es el tiempo máximo que puede permanecer B. sub- 
tilis 168 M infectado con ts-14-1 a 44°C, sin afectar la producción 
de bacteriófagos al bajar la temperatura a 37°C. Estos experimentos 
se realizaron también con SPO 1 silvestre, como control.
La infección de B. subtilis 168 M a 44° C con el tipo si^ l 
vestre de SPO 1, seguida de rápidos descensos en la temperatura de 
incubación a 37° C y determinación del número de bacteriófagos por 
bacteria infectada 60 minutos después del cambio térmico, dió los re 
sultados que se muestran en la Figura 7. Puede apreciarse que SPO 1 
silvestre no es afectado por la incubación a 44°C, hasta 30 minutos 
después de la infección (np se realizaron transiciones más allá de 
los 30 minutos debido a que poco después de ese tiempo comienza la 
lisis bacteriana). Además, debe señalarse que en estas condiciones 
el rendimiento obtenido es mayor que cuando todo el ciclo transcurre 
a 44°C y del mismo orden que cuando todo el ciclo transcurre a 37°C.
Este comportamiento del tipo silvestre de SPO 1 lo consti 
tuye en un apropiado control positivo para este tipo de experimento.
Cuando las bacterias infectadas con ts-14-1, a 44° C, son 
transferidas a 37° C hasta 15 minutos después de la infección, la 
producción de bacteriófagos es alta, incluso mayor que la obtenida 
cuando todo el ciclo transcurre a temperatura permisiva. Si el tiem 
po de permanencia a temperatura no permisiva es mayor de 15 minutos, 
la producción de bacteriófagos comienza a disminuir (es de alrededor
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Figura 7. Producción de bacteriófagos por B, subtilis 168 M In­
fectado con SPO 1 silvestre a 44° C y transferido a 
37° C.
A distintos tiempos después de la infección, alícuotas del culti­
vo a 44° C fueron diluidas en medio a 37° C, donde la incubación 
continuó por 60 minutos.
Los resultados se expresan como porcentaje del rendimiento prome­
dio obtenido cuando la transición térmica se realizó hasta 15 mi­
nutos post-infección, a efectos de una comparación directa con 
los de la Figura 8. En tres experimentos, el 100 % fue 58, 72 y 
36 bacteriofagos/bacteri a infectada. El mayor blanco experimental 
fue 0.3 %.
El promedio de las 25 transiciones presentadas fue 100 % (error 
típico de la media: 4).
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(Figura 8).
Es decir que el sistema, constituido por B. subtilis 168 M/
infectado con ts-14-1 a 44° C, recupera íntegramente la capacidad 
productora de bacteriófagos si* se lo coloca en condiciones permis^i 
vas luego de mantenerlo hasta 15 minutos a temperatura no permisiva. 
Siri embargo, a partir de 15 ninutost va perdiendo esa capacidad y a 
los 30 minutos la recuperación es mínima. De manera que el efecto 
de la función del gen 31 puede ser "esperado" hasta los 15 minutos 
post-infección a 44° C; o bien, el sistema es plenamente "rescata- 
ble", como productor de bacteriófagos, siempre que no permanezca a 
temperatura no permisiva más de 15 minutos después de la infección.
C. Análisis de los resultados.
Un análisis más detallado de los resultados presentados 
en los apartados II A y B, permite establecer lo siguiente:
1. La función del gen 31, afectada en el mutante ts-14-1, debe ex­
presarse necesariamente hasta el 20Q minuto después de la infección 
a 37° C, para asegurar la producción de bacteriófagos. Si se impide 
la expresión de la función del gen 31 luego de los 20 minutos pos t- 
infección se obtiene una progenie relativamente escasa. Para lograr 
una progenie comparable en número a la obtenida en condiciones per­
misivas la función debe expresarse hasta el final del ciclo Utico 
(Figura 6). Este comportamiento puede deberse a que:
- fcn este mutante, el producto del gen 31 (gp31) sea sensible a la 
temperatura, y que haya producido su efecto al cabo del 20o minu­
to a 37° C, por lo que deja de ser requerido (al menos parcialmen
í
te) luego de ese tiempo. La síntesis del producto del cen 31 po­
dría ser o no ser sensible a la temperatura;
— el producto del gen 31 no sea sensible a la temperatura, pero sí 
lo sea su síntesis. Al cabo de 20 minutos a 37o C el producto ha­
bría sido sintetizado en una cantidad tal que asegura la produc­
ción de bacteriófagos, aún a temperatura no permisiva.
2. En este mutante, el gen 31 fío es indispensable en condiciones de
de 50 % a los 20 minutos) y es muy pequeña luego de los 30 minutos
í
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Figura 8. Producción de bacteriófagos por B. subtilis 168 M
infectado con ts-14-1 a 44° C y transferido a 37° C.
A distintos tiempos después de la infección, alícuotas del cul­
tivo a 44° C fueron diluidas en medio a 37° C, donde la incuba­
ción continuó por 60 minutos.
Los resultados se expresan como*porcentaje del rendimiento pro­
medio obtenido cuando la transición térmica se realizó hasta 15 
minutos post-infección. En dos experimentos, el 100 % fue 30 y 
69 bacteriofagos/bacteria infectada. El mayor blanco experimen­
tal fue 0.2 %.
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funcionalidad durante los primeros 15 minutos después de la infección 
a 44° C (su no expresión no compromete la producción de bacteriofa- 
qos; Figura 8)# Este comportamiento puede atribuirse a que:
- la síntesis del producto del gen 31 tiene lugar después de los 15 
minutos a 44° C, independientemente de que el producto y/o su sín­
tesis sea/n sensible/s a la temperatura;
- el producto del gen 31 ya se ha sintetizado a los 15 minutos a 44°Cf 
pero su acción transcurre más allá de ese tiempo* En este caso, el 
producto debe ser sensible a la temperatura y, eventualmente, pue­
do ser competidor del producto que se sintetice a temperatura per­
misiva.
Debe aclararse el sentido que se da aquí a la expresión 
"producto sensible a la temperatura”. Con ella se quiere indicar que 
la actividad biológica del producto es menor a temperatura no permi­
siva que a temperatura permisiva; la disminución de su actividad pue­
do estimarse por la caída en el rendimiento obtenido de bacterias in­
fectadas a 44° C respecto a 37° C, que para ts-14-1 es de 0.2 y 30 
bacteriófagos por bacteria infectada, respectivamente (Añón, 1974); o 
sea que el daño térmico de la función del gen 31 se traduce en una 
caída de 150 veces, aproximadamente en la producción de bacteriofa- 
gos •
Según lo que hemos expresado, el carácter de sensible a la 
temperatura de la mutación del gen 31 presente en ts-14-1 puede deber 
se a que gp31f o su síntesis, o ambos, sean sensibles a la temperatu­
ra.
Como acabamos de ver, cada una de estas tres posibilidades 
implica ciertos tiempos para la síntesis y la acción del producto del 
gen 31, que armonicen con los resultados presentados hasta este momen 
to.
D• Combinación de transiciones entre condiciones permisivas y no per— 
misivas.
Una manera de determinar cuál de las tres altérnativas
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planteadas es la que ocurre en el mutante ts-14-1, consiste en com­
binar apropiadamente transiciones desde condiciones permisivas a no 
permisivas y viceversa, utilizando temperatura, inhibición de la 
sintesis de proteínas y tiempo como variables. Con ese objetivo se 
diseñaron los experimentos d^ la Figura 9.
Obviamente, estos experimentos constituyen sólo algunas 
de las combinaciones que pueden realizarse. Se eligieron estos ca­
sos porque resultan el menor número de experimentos que podrían "a 
priori'*, responder a las cuestiones planteadas.
Los experimentos consisten esencialmente en infectar B. 
subtilis 168 M con el mutante ts-14-1 a temperatura no permisiva y 
mantener dicha temperatura h.ista los 15 minutos. A este tiempo se 
baja bruscamente la temperatura hasta 37° C con o sin el agregado 
simultáneo de cloranfenicol al cultivo. Luego de 5, 10 o 15 minutos 
se vuelve a elevar rápidamente la temperatura hasta 44° C, con dilij 
ción del antibiótico, en caso que se lo hubiera agregado en el mo­
mento del descenso de temperatura. Luego de 60 minutos de realizada 
la última transición, se determina el número de bacteriófagos prodij 
cidos (Figura 9, líneas 1 a 6).
Se requiere una serie de controles previos, que prueben 
que estas manipulaciones no dañan por sí mismas al sistema de modo 
irreversible# Asimismo, la expresión de los resultados requiere la 
realización simultánea de experimentos que represénten los niveles 
mínimo y máximo de la producción de bacteriófagos# A su vez, ese ni^  
vel mínimo será significativo siempre que el blanco experimental, 
dado por los bacteriófagos libres, sea suficientemente bajo.
Cuando el experimento se desarrolló a 37° C (Figura 9, l^í 
neas 7, 8 y 9), el agregado de cloranfenicol, seguido de su dilución 
al cabo de un lapso limitado, redujo la producción de bacteriófagos 
a aproximadamente un 10 % del control sin antibiótico. En cambio, si 
no se diluye el cloranfenicol, la inhibición de la producción de pro 
genie es completa. Además, el blanco del experimento es 0.03 % res­
pecto al rendimiento del cultivo control# En general, estos blancos
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Diseño Experimental 
0 15 T T«50ft___ *
Rendimiento (•/•) 
T.20 T«25 TOO
1 0.27 0.17 0.24
2 100 100 100
3 0.00 0.00 0.00
4 27 30 23
5 11 17 18
6 2.4 2.4 3.7
7 100
8 0.00
9 9.7
Figura 9. Producción de bacteriófagos por B. subtllis 168 M infec­
tado con ts-14-1 y sometido a transiciones entre condi­
ciones permisivas y no permisivas.
Se infectó B. subtilis 168 M con ts-14-1 a 44° C (líneas 1 a 6) o a 
37°C (lineas 7 a 9)* Luego de 15 minutos, los cultivos fueron diluí^ 
dos 10 veces en los siguientes medios: CHT a 44°C (línea 1); CHT a 
37° C (líneas 2, 5 y 7) y CHT a 37° C conteniendo O.lmg/ml de clorajn 
fenicol (líneas 3, 4, 6, 8 y 9). Cinco, diez o quince minutos des­
pués (T minutos después de la infección), los cultivos fueron dilu_í 
dos de la siguiente manera: 10 veces en CHT a 44°C (línea 1); 100 
veces en CHT a 37° C (líneas 2, 4, 7 y 9); 10 veces en CHT a 37° C 
conteniendo 0.1 mg/ml de cloranfenicol (líneas 3 y 8) y 100 veces 
en CHT a 44° C (líneas 5 y 6).
Sesenta minutos después de la última transición se determinó la pro 
ducción de bacteriófagos en cada caso.
Los resultados de las líneas 1 a 6 corresponden a experimentos rea­
lizados en paralelo y se expresan como porcentaje del rendimiento 
obtenido en la línea 2 (71 bacteriofagos/bacteria infectada). Los 
resultados de las líneas 7 a 9 corresponden a experimentos realiza­
dos en paralelo y se expresan como porcentaje del rendimiento obte­
nido en la linea 7 (60 bacteriofagos/bacteria infectada).
Los blancos experimentales (bacteriófagos libres) fueron 0.06 y 
0.03 % para las lineas 1 a 6 y 7 a 9, respectivamente.
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bajos, es decir, una buena infección, se obtienen cuando se traba­
ja con multiplicidades de infección bajas (menores de un bacterio- 
faqo/bacteria) y con bacteriófagos producidos recientemente, o sea, 
con Usados nuevos y no purificados por centrifugación a alta velo­
cidad •
Tenemos, entonces, buenos controles iniciales, dados por 
blancos bajos, inhibición muy eficaz por el cloranfenicol y una a- 
ceptable recuperación de la capacidad de producir progenie cuando 
el antibiótico se remueve del medio de cultivo hasta 15 minutos de^ s 
pués de haberlo agregado.
Sobre la base de estos resultados se realizaron los expe­
rimentos de la Figura 9, líneas 1 a 6. Para ellos se ha tomado como 
control positivo el rendimiento obtenido cuando al cultivo infecta­
do a 44° C, se lo transfiere a 37° C a los 15 minutos después de la 
infección. Kisto no es sino un experimento como el de la Figura 8; 
por lo tanto, se espera una producción alta de bacteriófagos. Efec­
tivamente, se obtuvieron 71 bacteriofagos/bacteria infectada, valor 
que se toma como 100 % (Figura 9, línea 2).
El control negativo está representado por la producción 
obtenida cuando todo el ciclo transcurre a temperatura no permisiva. 
Como puede apreciarse, en esas condiciones las progenies representa 
ron entre 0.17 y 0.27 % del control positivo (Figura 9, línea 1).
El control positivo es así unas 350 veces mayor que el n£ 
gativo, de manera que la escala de detección para el experimento es 
suficientemente amplia.
Por otra parte, el blanco del experimento es 0.06 % (0.04 
bacteriofagos/bacteria infectada); este valor es de 3 a 5 veces me­
nor que el del control negativo.
El efecto inhibitorio del cloranfenicol se probó por agre 
gado del antibiótico simultáneamente al descenso de la temperatura 
de incubación (Figura 9, línea 3). La producción de bacteriófagos 
fue completamente anulada, hasta el punto de resultar menor que el 
blanco experimental (bacteriófagos libres). Este efecto del
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cloranfenicol ha sido observado reiteradamente; sin embargo, como 
ya se ha dicho, no se debe a un efecto tóxico de la droga sobre ba¿ 
teriofagos maduros*
Si el cloranfenicol se remueve del medio de incubación 
luego de 5# 10 o 15 minutos desde su agregado, el sistema (B* subt¿ 
lis infectado con el mutante ts-14-1) recupera parcialmente su cap£ 
cidad de producir progenie* Esta recuperación es de aproximadamente 
un 25 % respecto al control positivo, pero representa una producción 
100 veces mayor que la obtenida en condiciones no permisivas* Además, 
la recuperación es aparentemente independiente, en magnitud, del laja 
so durante el cual el antibiótico estuvó presente (Figura 9, linea 4).
Consideremos ahora el caso en que, 15 minutos después de 
la infección a 44° C, se baja rápidamente la temperatura de incuba­
ción hasta 37° C y se la mantiene por espacio de 5, 10 o 15 minutos*
Al cabo de esos lapsos, se vuelve a elevar la temperatura hasta la 
no permisiva y 60 minutos después se determina la producción de ba£ 
teriofagos*
Los resultados , Figura 9, línea 5, indican que en estas 
condiciones el sistema produce bacteriófagos, con rendimientos entre 
un 10 y un 20 %, respecto al control positivo* Por otra parte, la 
producción de bacteriófagos en el experimento que estamos consideraji 
do es unas 40 a 100 veces mayor que la obtenida en condiciones no 
permisivas, es decir, cuando no se permite al sistema uha "ventana" 
de temperatura permisiva* Además, parece haber una tendencia a una 
mayor producción cuando el tiempo a 37° C pasa de 5 a 15 minutos; 
sin embargo, el error de estas determinaciones, ya discutido (ver 
página 30), no permite establecer como significativas las diferencias 
observadas aquí (11 % para una "ventana" de 5 minutos, 18 % para una 
"ventana" de 15 minutos; Figura 9, linea 5)*
Estos resultados muestran que son suficientes 5 minutos a 
37o C, luego de 15 minutos a 44° C, para que se produzcan bacterió­
fagos, aunque la temperatura, luego de esos 5 minutos, vuelva a ser 
la no permisiva* De modo que 5 minutos de síntesis y/o acción del
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producto del gen 31 alcanzan para la prosecusión del ciclo Utico, 
que se traduce en una progenie de regular abundancia.
Veamos ahora el caso en que se agrega cloranfenicol en el 
momento de bajar la temperatura y se lo remueve cuando se reeleva 
aquélla. Los resultados obtenidos (Figura 9, linea 6) indican que 
hay producción de bacteriófagos cuando se permite al sistema una 
"ventana" a 37° C con inhibición de la síntesis de proteínas. Este 
comportamiento implica que la síntesis de gp31 no es sensible a la 
temperatura; que gp31 es sensible a la temperatura y reactivable por 
descenso de la misma.
Es conveniente formular algunos comentarios respecto a es­
tos últimos resultados y las conclusiones extraídas de ellos.
El primero se refiere a la significación del resultado ob­
tenido en el experimento de la Figura 9 f línea 6. Un rendimiento de 
2.4 a 3.7 % respecto al control positivo (línea 2) representa una 
real producción de bacteriófagos por encima de lo que se obtiene en 
el control negativo (línea 1), que es 10 veces menor.
Con respecto a la conclusión extraída (gp31 es sensible a la 
temperatura) puede llegarse a ella por exclusión de las alternati­
vas. Dado que ts-14-1 es un mutante simple, puede ocurrir que el pro 
ducto del gen mutado, o su síntesis, sean sensibles a la temperatura 
o que lo sean ambos. Si la síntesis de gp31 fuera termosensible, no 
se obtendría progenie en el experimento que analizamos, puesto que 
en su transcurso no hay momento en que la temperatura sea permisiva 
y a la vez no haya cloranfenicol. Dado que hubo progenie en tales 
condiciones, queda claro que gp31 es sensible a la temperatura, en 
ts-14-1.
Por otra parte, la síntesis de gp31 debe haber comenzado 
antes de los 15 minutos a 44° C, de manera que al momento de bajar 
la temperatura haya una cantidad de producto que permita una produc­
ción de bacteriófagos como la observada. Asimismo, el producto inac­
tivo a 44° C es reactivable al pasar a 37o C y bastan 5 minutos a e¿ 
ta temperatura para que el producto reactivado desarrolle una acción
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suficiente para permitir una producción de bacteriófagos limitada, 
pero significativa si se la compara con la que se obtiene en condi­
ciones no permisivas.
Resumiendo, podemos puntualizar las siguientes caracterís^ 
ticas de la mutación presente en ts-14-1:
- la sintesis del producto del gen 31 no es sensible a la temperatiJ
- el producto del gen 31 es sensible a la temperatura;
- el producto sintetizado a temperatura no permisiva es reactivable 
por descenso de la temperatura hasta la permisiva;
- la sintesis del producto del gen 31 comienza antes de los 15 minij
t
tos a 44° C y al cabo de 15 minutos se ha sintetizado en cantidad 
tal que asegura la producción de algunos bacteriófagos;
- la acción del producto comienza antes de los 20 minutos (15 minu­
tos a 44° C más 5 minutos a 37° C) y al cabo de ese tiempo dicha 
acción es suficiente para obtener progenie.
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III. INFLUENCIA DEL GEN 31 SOBRE LA REPLICACION Y LA TRANSCRIPCION
En condiciones no permisivas, o sea a 44° C, el mutante 
ts-14-1 es defectivo en la replicación de su genoma y en la síntesis 
de RNAs intermedios y tardíos (Añón, 1974). Este último defecto se 
manifiesta luego de los 10 minutos después de la infección e implica 
un déficit en 3 de 1as clases de mRNAs de SPO 1 (Gage & Geiduschek, 
1971 a) : rn^ JL y U
Como hemos visto, si 15 minutos después de la infección a
44° C se transfiere el sistema a temperatura permisiva por Un lapso>
de 5 minutos, al cabo del cual se restituye la condición no permisi­
va, hay producción de bacteriófagos. Este hecho señala la obligato­
ria recuperación, en esas condiciones, de la capacidad de síntesis 
de DNA y RNAs virales, hasta niveles compatibles con la existencia 
de progenie.
Sin embargo, no sabemos si la replicación y la transcrip­
ción se recuperan simultáneamente o no, si la recuperación se prod\¿ 
ce inmediatamente después de establecida la condición permisiva o 
si, por el contrario, se requiere que gp31 actúe un cierto tiempo 
para detectar su efecto sobre la síntesis de polinucleótidos. TampjD 
co sabemos si la transcripción y la replicación, una vez recupera­
das, se mantienen aunque gp31 sea inactivado (por elevación de la 
temperatura) o si se requiere la acción sostenida del producto para 
el mantenimiento de la síntesis de ácidos nucleicos virales. Pueden 
formularse otras preguntas, especialmente con respecto a la trans­
cripción, referidas, por ejemplo, a la calidad y abundancia relati­
va de los mRNAs transcriptos.
Los experimentos que siguen fueron realizados con el pro­
pósito de aclarar algunas de las cuestiones que acaban de plantear­
se. Se ha medido la síntesis de DNA y de RNA en bacterias infecta­
das con ts-14-1 a 44° C, a las que se transfirió a 37° C a los 15 
minutos después de la infección. En algunos casos, luego de un cier 
to lapso de tiempo a temperatura permisiva, se volvió a elevar la
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temperatura a 44° C. Se trata de loa diseños experimentales de las 
lineas 2 y 5 de la Figura 9; en estas condiciones» la progenie es 
100 y 10-20 % respecto al caso en que no se reeleva la temperatura 
(Figura 9). Se ha preferido este diseño a aquél en el que se agrega 
cloranfenicol (Figura 9# linea 6)f porque» siendo mayor la produc­
ción de bacteriófagos» se espera que sean mayores los efectos del 
producto del gen 31 sobre la síntesis de DNA y RNA y» por lo tanto» 
mejores las posibilidades de medirlos.
A. Influencia del gen 31 sobre la repllcación.
Para medir síntesis de DNA se infectó B* subtilis 168 M
a
con ts-14-1 a 44° C» se agregó JH-Adenina y se tomaron muestras de 
los siguientes cuatro sub-cultivos: uno que permaneció a 44°C; uno 
que fue transferido a 37°C a los 15 minutos; dos» derivados del an­
terior» que fueron transferidos nuevamente a 44° C a los 20 y 30 mjl 
ñutos. Los resultados de incorporación de ^H-Adenina en DNA se pre­
sentan en la Figura 10.
Cuando la temperatura de incubación se mantiene a 44° C» 
no hay síntesis de DNA » en concordancia con el carácter DO de 
ts-14-1 y su capacidad para reprimir irreversiblemente la repllca- 
ción bacteriana (Añón» 1974).
Si se baja la temperatura a los 15 minutos post-infección» 
la síntesis de DNA se inicia a los 22 minutos» tiempo que puede cojn 
siderarse normal» pues a 37° C lo hace a los 20 minutos (Figura 3).
Cuando la temperatura vuelve a elevarse a 44° C la repli- 
cación se detiene» pero no lo hace inmediatamente» sino luego de u— 
nos 10 minutos. Además» el nivel final que alcansa la síntesis de 
DNA es mayor cuando la "ventana" de 37° C es de 15 minutos que cuan 
do es de 5 minutos*
Estos resultados indican que la reactivación de gp31 15 
minutos después de la infección a 44° C posibilita la repllcación 
del genoma viral y la cantidad de DNA sintetizado es proporcional 
a la extensión del periodo de acción de gp31*
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Figura 10, Incorporación de H-Adenina en DNA por B. subtilis 
168 M infectado con ts-14-1 a 44° C y sometido a 
transiciones térmicas.
3
A los 8 minutos post-infección se agregó al cultivo H-Adenina 
(5 ¿jCi/ml y 17 pg/ml). Una fracción del cultivo permaneció a 
44° C (A) y otra se transfirió a 37° C a los 15 minutos. De es­
ta última, una parte permaneció a 37° C (•)jotras dos se retrans 
firieron a 44° C a los 20 (o) y 30 (x) minutos respectivamente. 
De cada uno de los cuatro subcultivos se tomaron muestras de 
0.5 mi que fueron procesadas como se describe en Materiales y 
Métodos. El porcentaje do bacterias no infectadas fue 0.1.
i
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Los efectos de la activación y de la inactivación de gp31 
sobre ía replicación no se manifiestan en forma inmediata# El prime 
ro de ellos puede ser temporalmente normal, como acaba de mencionar^ 
se, dado el fenotipo de ts-14-1 a 37° C. La demora en la manifesta-
i «
ción del efecto de la inactivación de gp31 sobre la síntesis de DNA 
puede reconocer diferentes causas, con diversos grados de compleji­
dad. Asi, suponiendo que gp31 actúe en forma directa sobre el pro­
ceso de replicación, su actividad decrecería luego que se lo trans­
fiera a 44ó C, de modo que al cabo de unos diez minutos su acción 
se agotaría# Otra posibilidad sería que gp31 actuara sobre la sín­
tesis de un mRNA, cuyo producto (proteína) estuviera implicado en 
la replicación (téngase presente que ts-14-1 es defectivo en repli­
cación y en transcripción). Si así fuera, la activación o inactiva­
ción de gp3l se reflejaría en la síntesis de DNA con una cierta de­
mora; para el caso de la inactivación, tal demora involucraría el 
tiempo necesario para el agotamiento de gp31, del supuesto mRNA y 
de la proteína producto de él.
B • Influencia del gen 31 sobre la replicación en ausencia de trans­
cripción.
La posibilidad mencionada anteriormente puede ser evalua­
da si se pone al sistema en condiciones en que la síntesis de RNA 
esté inhibida por un medio que no implique la inactivación de gp31. 
Para ello se realizó un experimento análogo al anterior, pero se 
agregó al cultivo, en el momento de bajar* la temperatura a 37° C, 
un inhibidor de la transcripción, rifampicina (Lancini & Sartori, 
1963).
Los resultados obtenidos muestran que, mientras la inhi­
bición de la síntesis de RNA fue completa (Figura 11 B) , la replica — 
ción se inició a los 22 minutos aproximadamente y continuó hasta 
los 55 minutos (Figura 11 A). Cuando se reelevó la temperatura a los 
30 minutos, sin eliminar el antibiótico, la replicación continuó por 
unos 10 minutos más y luego cesó. Por lo tanto, la síntesis de DNA
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Figura 11. Incorporación de H-Adenina en DNA y RNA por B. subti- 
lis 168 M infectado con ts-14-1 a 44° C y sometido a 
transiciones térmicas en presencia de fiifampicina.
3
A los 8 minutos post-infección se agregó al cultivo H-Adenina 
(3.8 pCi/ml y 19 ¿ig/ml). Una fracción del cultivo permaneció a 
44° C (A) y otra se transfirió a 37° C a los 15 minutos, agre­
gándose simultáneamente RIF hasta 10 ¿ig/ml. De esta última, una 
parte permaneció a 37° C (•) y ptra fue retransferida a 44° C a 
los 30 minutos (x).
De cada uno de los tres subcultivos se tomaron muestras de 0.5 
mi que fueron procesadas, para la determinación de radioactivi­
dad incorporada en materia] estable al álcali (DNA, parte A) e 
inestable al álcali (RNA, parte B) y precipitable por TCA , co­
mo se describe en Materiales y Métodos. El porcentaje de bacte^ 
rias no infectadas fue 1.
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en estas condiciones transcurre tal como si no se hubiera inhibido 
la transcripción. Los niveles finales de incorporación de H-Adenina 
en DNA son del mismo orden con o sin inhibición de la síntesis de 
RNA (compárense Figuras 10 y 11 A f considerando que las actividades 
específicas de los precursores usados no son iguales).
Estos resultados indican que el efecto de gp31 sobre la 
replicación del genoma de SPO 1 no requiere transcripción concomi­
tante, o sea que no está mediado por un RNA. Por lo tanto, 15 minu­
tos después de la infección a 44°C, el sistema cuenta con todos los 
mRNAs necesarios para las funciones involucradas en la replicación, 
la cual está impedida por la inactividad de gp31 a 44° C. Al resca­
tarse la actividad de dicho producto la replicación se inicia sin 
necesidad de síntesis de RNA (Figura 11 A) y está limitada por el 
lapso de tiempo en que gp31 puede actuar y no por la transcripción 
viral (Figuras 10 y 11 A).
C. Influencia del gen 31 sobre la transcripción.
La síntesis de RNA total se midió por incorporación de 
3
H-Adenina en material álcali lábil ácido precipitable, en un culti 
vo de B. subtilis 168 M infectado con ts-14-1 a 44° C, transferido 
a 37° C a los 15 minutos y al que se volvió a 44°C a los 20 o a los 
30 minutos. Una parte del cultivo permaneció a 37° C desde los 15 
hasta los 60 minutos y otra se mantuvo a 44° C desde la infección.
Los resultados se muestran en la Figura 12. Su interpreta^ 
ción no es sencilla, puesto que se trata de síntesis acumulativa de 
RNA total, es decir, viral y bacteriano. *
Cuando el sistema permanece a 44° C el RNA sintetizado es 
preponderantemente bacteriano, ya que el nivel de transcripción vi­
ral es muy bajo luego de los 10 minutos a esta temperatura.
Al bajar la temperatura a los 15 minutos, la síntesis de 
RNA prosigue con menor velocidad; aquí se está midiendo transcrip­
ción bacteriana y, posiblemente, viral. Aparentemente, la recupera­
ción de la actividad por parte del bacteriófago deprime la síntesis
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Figura 12, Incorporación de H-Adenina en RNA por B. subtilis 
168 M Infectado con ts-14-1 a 44° C y sometido a 
transiciones térmicas.
i
3
A los 8 minutos post-infección se agregó al cultivo H-Adenina 
(5 pCi/ml y 17 ¿ig/ml). Una fracción del cultivo permaneció a 
44° C (A)  y otra se transfirió a 37° C a .los 15 minutos. De e_s 
ta última, una parte permaneció a 37° C (•);otras dos se retrans 
firieron a 44° C a los 20 (o) y 30 (x) minutos, respectivamente. 
De cada uno de los cuatro subcultivos se temaron muestras de 
0.5 mi que fueron procesadas según se describe en Materiales y 
Métodos. El porcentaje de bacterias no infectadas fue 0.7.
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de RNA bacteriano
Si la temperatura se eleva a 44° C a los 30 minutos (es 
deciry luego de una "ventana" de 15 minutos a 37° C), la síntesis 
de RNA prosigue durante unos 10 a 12 minutos y luego se detiene. 
te comportamiento sugiere que al subir la temperatura se detiene la 
transcripción viral, aunque no inmediatamente y que, cuando la "ven, 
tana" es de 15 minutos, el bacteriófago recupera sus funciones al 
punto de reprimir irreversiblemente la síntesis de RNA de la bacte­
ria.
En cambio, si la temperatura se eleva a 44° C 5 minutos 
después de haberla bajado, la síntesis de RNA no decae. Más bien, 
tiende al comportamiento del sistema a 44° C. Esto podría deberse a 
que el tiempo a 37° C (5 minutos) no es suficiente para que el bac­
teriófago anule irreversiblemente la transcripción bacteriana, por 
lo cual ésta se restituiría al volver a condiciones no permisivas, 
condiciones en las que volvería a inhibirse la síntesis de RNA viral. 
Resultados que se describen más adelante, apoyan estas interpreta­
ciones •
Por lo tanto, una hipótesis compatible con estos resulta­
dos, sería la siguiente: El desarrollo del mutante ts-14-1, cuya pro^  
secusión es posible porque el producto del gen 31 recupera su acti­
vidad al bajar la temperatura, necesita más de 5 minutos (pero me­
nos de 15) para reprimir irreversiblemente la síntesis de RNA de la 
bacteria y más de 15 minutos para sostener la transcripción viral.
Sin embargo, la situación no es clara, especialmente para 
el caso en que se permite al sistema una "ventana" de 5 minutos a 
temperatura permisiva. Una manera de obtener más información consis 
te en determinar qué proporción del RNA sintetizado corresponde a 
las especies codificadas por el bacteriófago.
Con este objeto se realizaron marcaciones por pulsos de 2
3
minutos, con H—Uracilo, a lo largo de un experimento en el que se 
permitió al sistema una "ventana" de 5 minutos a 37° C (entre los 
15 y los 20 minutos después de la infección). Al final de cada pulso
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se extrajeron los RNAs y se los hibridizó a DNA de SPO 1. En la Fi­
gura 13 se muestran los resultados de tales hibridizaciones•
Los RNAs marcados entre los 5 y 7 minutos y entre los 12 
y 14 minutos después de la infección hibridizan a DNA de SPO 1 en 
proporciones de 20 y 3.3 % respectivamente# Estos niveles de hibri- 
dización son los habituales para esas condiciones experimentales 
(Aft6nf 1974).
Si se baja la temperatura de incubación a 37° C 15 minu­
tos después de la infección, el nivel de hibridización a DNA de 
SPO 1 continúa muy bajo durante los 6 minutos siguientes; en efecto, 
el RNA marcado entre los 19 y 21 minutos después de la infección hi 
bridiza a DNA viral en sólo un 1#8 %. Pero luego el nivel de hibri­
dización comienza a aumentar (3#3 % para el RNA marcado entre los 
22 y 24 minutos) y continúa creciendo hasta por lo menos 35 minutos, 
alcanzando valores del orden de 25 %.
SÍ luego de 5 minutos de permanencia a 37° C, el sistema 
se transfiere a 44° C, el nivel de transcripción viral experimenta 
una ligera recuperación, que comienza a los 21 minutos y prosigue 
hasta los 27 minutos. De ahi en más, el nivel de transcripción vue^ 
ve a bajar y regresa a los valores obtenidos antes de su recupera­
ción.
Los resultados muestran que la reactivación del producto 
del cistrón 31 produce la recuperación de la síntesis de RNA viral, 
recuperación que se aprecia después que han transcurrido 7 minutos 
desde el momento en que se transfiere el sistema a 37° C. La inacti 
vación posterior del producto del gen 31 se traduce en una reinhibi 
ción de la síntesis de RNA viral. Además, cuando se permite al sis­
tema un lapso de sólo 5 minutos a 37° C f la recuperación de la trans 
cripción viral se hace evidente después que la temperatura se ha re 
elevado y alcanza pequeña magnitud (el RNA marcado entre 25 y 27 mi 
ñutos hibridiza a DNA de SPO 1 en un 3.4 %, mientras que si no se 
hubiera subido la temperatura el nivel habría sido 8.5 % aproximada 
mente)• Sin embargo, esta leve recuperación de la síntesis de RNA
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Figura 13» Nivel de transcripción viral en B. subtl1ls 16P M 1nfecte- 
do con a <!<°C y sometido a transiciones térrica:.
A los 1 5 mlnut^r pos t - i ni ecc i ór. se transfirió el cultivo a 37° C.
Uno fracción permaneció a es** temperatura (-----) y otro fue trín:
feride a 44° C a los 29 rrinutor post^infocción ( - - - ) .  A distirtos 
tiempos se marcó RNA durante pulsos de dos minutos (indicados por
*3
barras horizontales cortas en el esquema experimental) con ~h-Ur;»c^ 
lo (22 juCi/ml y 0,20 ¿jg/ml). El porcentaje de bacterias no infecta­
das fue 0.7.
Los RNAs fueron aislados e hibridizados a DNA de SPO 1, de acuerdo 
a lo descripto en Materiales y Métodos.
-RNA Periodo de 
marcación (min)
Blanco en ausencia 
oe DNA (cpm)
Rddioact iv icr- d to­
tal agregada (cpm)
5-7 33 6356
12-14 4? 19669
16-18 45 114 59
l°-21 43 10050
21-23 42 6913
22-24 59 5706
25-27 ie 4889
26-28 50 5193
30-32 29 6263
33-35 52 3093
34-36 66 44 34
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codificado por el bacteriófago implica la transcripción de todos los 
mensajes esenciales en cantidad suficiente como para producir proge­
nie, puesto que en estas condiciones se obtiene alrededor de 10 % de 
los bacteriófagos que se producen cuando no se reeleva la temperatu­
ra (Ver Figura 9, línea 5).
La reinhibición de la síntesis de RNA viral se produce lúe 
go de 7 minutos de haber elevado la temperatura del cultivo. Por lo 
tanto, existe un retardo en la respuesta de la transcripción a la re_ 
activación y a la inactivación de gp31, del orden de 7 minutos en ann 
bos casos, Estos retardos podrían ser consecuencia de:
- que el efecto de gp31 sobre la transcripción no sea directo;
- que el sistema (bacteria infectada) necesite un cierto tiempo para 
adaptarse a la nueva situación, creada por la transición térmica;
- que la transcripción, muy escasa al momento de bajar la temperatu­
ra, se recupere a través de la resíntesis (en pequeña proporción) 
de las clases de RNAs tempranas que ya habían sido transcriptas 
durante los primeros 15 minutos, a 44° C, y no a través de l a conti­
nuación del programa de transcripción desde el punto en que se ha­
llaba al bajar la temperatura. Esto explicaría sólo el v t:raso ob­
servado en la recuperación del nivel de transcripción, no el que 
se aprecia en la reinhibición posterior.
Con respecto a que la bacteria infectada necesite cierto 
periodo de adaptación a la nueva temperatura de incubación, no hay 
indicios de tal necesidad, pero no se descarta. Un cultivo sometido 
a transiciones térmicas continúa creciendo sin aparentes modificacio^ 
nes en el tiempo de duplicación (no se muestran los datos) e incor­
pora ^H-Adenina en RNA con velocidades que si bien son diferentes a 
37 y 44° C, no indican una paralización de la transcripción ante el 
cambio brusco de temperatura (Ver Figura 12).
La posibilidad de msíntesis de mRNAs "tempranos’1 (aunque 
sólo sea en pequeña proporción) podría verificarse por hibridización 
competición. Se realizaron una serie de experimentos de ese tipo,
3
con los H—RNAs marcados por pulsos a lo largo del experimento
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esquematizado en la Figura 13, utilizando competidores ricos en cla­
ses tempranas y en clases intermedias y tardías* Los resultados mos­
traron una gran variación, probablemente a causa de las limitaciones
de la técnica usada y de los bajos niveles de hibridización de los 
3
H-RNAs analizados*
Aún dentro de las limitaciones apuntadas, los resultados 
no sugirieron un incremento en la proporción de mRNAs "tempranos" 
luego del descenso de la temperatura*
D. Influencia del gen 31 sobre la transcripción en ausencia de repli- 
cación.
Si el efecto de la función del gen 31 sobre la síntesis de 
RNA no fuera directo, podría estar mediado por la síntesis de DNA.
Es decir, podría ser necesario un DNA recientemente replicado para 
poder transcribir los RNAs que se producen luego del descenso de la 
temperatura, 15 minutos después de la infección. Al reelevarse la 
temperatura, la inhibición de la transcripción requeriría la previa 
paralización de la replicación.
En otras palabras, la acción de gp31 sobre la transcrip­
ción podría ser secundaria a (o consecuencia de) su acción sobre la 
replicación. Esto puede probarse, en principio, de dos maneras. Una 
consiste en agregar un inhibidor de la síntesis de DNA en el momen­
to de bajar la temperatura a 37° C y verificar si,se mantiene el au­
mento de la transcripción viral observado slh inhibidor.
Otra forma consistiría en agregar al genoma de ts-14-1 una 
segunda mutación que impida la síntesis de DNA en condiciones permi­
sivas para la mutación original de ts-14-1. Es decir, utilizar un mu 
tante doble que contenga la mutación ts-14-1 y otra no sensible a la 
temperatura en un cistrón, distinto del 31, cuyo producto se requie­
ra para la replicación del genoma de SPO 1. Esta segunda mutación 
debe producir, cuando se encuentra sola, un fenotipo defectivo en 
replicación (00), pero con un nivel de transcripción viral relativa­
mente alto, aun después de los 15 minutos post-infección. Por otra
- 67
parte, esta mutación podría ser de tipo supresible, puesto que la 
cepa 168 M de B. subtilis es no supresora.
Sé eligió el mutante sus-F-30 para cruzarlo con ts-14-1, 
por haber sido caracterizado como DO (Gage & Geiduschek, 1971 b) y 
con un nivel de transcripción del orden de 10 % hasta 25 minutos 
después de la infección, a 37° C (Fujita & col., 1971).
Sin embargo, cuando se infectó B. subtilis 168 M con sus- 
F-30 a 44° C y 15 minutos después se bajó la temperatura a 37° C, 
el nivel de transcripción, luego de los 15 minutos, no fue suficiejn 
temente alto para nuestros propósitos (Figura 14 A). Efectivamente, 
la fracción de RNA hibridizable a DNA de SPO 1 fue del orden de 25 % 
entre 5 y 7 minutos, 17 % entre 12 y 14 minutos, 9 % entre 17 y 19 
minutos y osciló entre 3 y 5 % desde los 22 hasta los 35 minutos. 
Dado que la reactivación de gp31,. en ts-14-1, conduce a un aumento 
en el nivel de transcripción que se aprecia a partir de los 20-22 
minutos, en el doble mutante sus-F-30/ts-14-l el eventual incremen­
to ante la reactivación de gp31 estarla limitado por el efecto de 
la mutación en el gen 22. Efectivamente, sus-F-30/ts-14-l no muestra 
recuperación en el nivel de transcripción luego de la transición téjr 
mica practicada a los 15 minutos (Figura 14 B). Este comportamiento 
no puede atribuirse a que gp31 actúe sobre la transcripción a través 
de un eventual efecto sobre la replicación, a causa del bajo nivel 
de transcripción de sus-F-30 en las mismas condiciones.
Sin embargo, la curva de hibridización para el doble mutaji 
te es muy similar a la de ts-14-1 y diferente de la de sus-F-30, du­
rante los primeros 15 minutos, a 44° C (Figura 14). Este resultado 
indica que cuando la replicación esté bloqueada por inactividad de 
gp31 la transcripción del genoma es menor que cuando la replicación 
está impedida por carencia de gp22. Por otra parte, la carencia de 
gp2? no atempera el efecto de la mutación ts-14-1.
Ante esta situación no resuelta por medio del doble mutante*
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Figura 14» Nivel de transcripc!6n viral en B, subtilis 168 M infec­
tado con sus-F-30 o con sus-F-30/ts-14-la 44°C y transfe- 
rido a 37° C a los 15 minutos.
La infección se realizó con sus-F-30 (parte A;— — ) y con sus-F-30/ 
ts-14-1 (parte B). A distintos tiempos se marcó RNA durante pulsos 
de 2 minutos con H-Uridina (20 pCi/ml y 0.20 ;jg/ml). El porcentaje 
de bacterias no infectadas fue 1 (parte A) y 1.1 (parte B).
Los RNAs fueron aislados e hibridizados a DNA de SPO 1 según lo ae¿ 
cripto en Materiales y Métodos.
En la parte A se ha agregado, para comparación, la curva correspon­
diente a ts-14-1 ( - - - ) ,  tal como se la presenta en la Figura 13.
3
H-RNA Período Blanco en ausencia Radioactividad
de marcación 
(min)
de DNA 
sus-F-30
(cpm)
sus-F-30/
/ts-14-1
total agregada (cpm)
, sus-F-30 S/Xt S~F ~20/  /ts-14-1
5-7 13 21 1740 2034
12-14 13 9 3049 7815
16-18 18 3813
17-19 7 2151
19-21 15 3017
22-24 24 8 1462 3259
26-28 14 11 1302 2861
33-35 12 28 1246 4509
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se optó por emplear un inhibidor de la síntesis de DNA.
El inhibidor a usar no debe anular la síntesis de RNAf lo 
cual constituye una limitación. Por otra parte, no se han descripto 
inhibidores específicos para la actividad DNA polimerasa-DNA depen­
diente de SPO 1 (Yehle & Ganesan, 1973). A su vez, los análogos Ara 
binosil—Adenina y Arabinosil-Citosina no penetran en B. subtilis, a 
menos que se permeabilicen previamente las células (Rashbaum & Cozza 
relli, 1976).
Por estas causas, se apeló al uso del ácido nalidíxico 
(NAL) (Cook & col., 1966; Crumplin & Smith, 1976). En bajas concen­
traciones, NAL inhibe completamente la replicación en B. subtilis, 
sin afectar la de SPO 1 (Gage & Fujita, 1969). Sin embargo, si se 
incrementa suficientemente la concentración de NAL se puede alcan­
zar una muy buena inhibición de la síntesis de DNA, en bacterias iji 
fectadas con ts-14-1 a 37° C (tabla 1).
Cuando se probó el efecto de agregar NAL a un cultivo de 
B. subtilis 168 M infectado con ts-14-1, al mismo tiempo de bajar 
la temperatura, desde 44 a 37° C, se obtuvo también una muy buena 
inhibición de la replicación (Figura 15 A). En cambio, el efecto so 
bre la transcripción fue relativamente bajo (Figura 15 B); la incojr
3
poración de H-Adenina en RNA cuando se agregó NAL al bajar la tem­
peratura representa un 65 % de la incorporación cuando no se agregó 
antibiótico al efectuar la transición térmica. Al reelevar la tempe^ 
ratura a los 30 minutos, se obtuvo un aumento en la síntesis de RNA 
total, que puede deberse a la mayor transcripción observada en bac­
terias infectadas a 44° C respecto a 37° C (Figura 12)*
Por lo tanto, puede usarse ácido nalidíxico para inhibir 
la replicación al tiempo que se reactiva a gp31, manteniendo una ir\ 
corporación de precursor en RNA total que permite estudiar el nivel 
de transcripción viral en tales condiciones.
Para eso, se prepararon ^H-RNAs marcados por pulsos duran 
te un experimento iniciado con infección a 44° C, seguido de trans­
ferencia a 37o C a los 15 minutos con o sin agregado de NAL. Los
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TABLA 1
INHIBICION DE LA SINTESIS DE DNA POR ACIDO NALIDIXICO EN 
B. 5UBTILI5 168 M INFECTADO CON ts-14-1 A 37° C,
NAL Radioactividad incorporada Inhibición
(jLig/ml) en DNA (cpm) (%)
0 4140 0
120 1021 75
240 500 88
360 200 95
5# 0
25* 30
50* 60
3
A los 5 minutos post-infección se agregó H-Adenina (5fjCi/ml y 
17 ^jq/ml). A los 11 minutos se agregó NAL, hasta las concentra­
ciones que se indican, a tres fracciones del cultivo; una cuar­
ta fracción permaneció sin NAL. A los 42 minutos se tomaron 
muestras de 0.5 mi en las que se determinó la incorporación de 
^H-A<jenina en material estable al álcali y precipitable por ác_i 
do, de acuerdo a lo descripto en Materiales y Métodos. El por­
centaje de bacterias no infectadas fue 1.
Se incluyen como comparación (•) resultados obtenidos por Gage 
y Fujita (1969), con SPO 1 silvestre.
71
3
Figura 15» Incorporación de H-Adenina en DNA y RNA por B. subti- 
lis 168 M infectado con ts-14-1 a 44° C y sometido a • 
transiciones térmicas en presencia de ácido nalidlxlco»
3
Se agregó H-Adenina (5 jjCi/ml y 17 pg/ml) a los 8 minutos después 
de la infección a 44° C ( A ) .  A los 15 minutos, una fracción del cul, 
tivo se transfirió a 37°C(e) y otra a 37°C agregándose simultánea 
mente NAL hasta 360 fig/ml. De esta última, una parte permaneció a 
37° C (o) y otra se retransfirió a 44° C a los 30 minutos (x). De 
cada uno de los tres subcultivos se tomaron muestras de 0.5 mi 
que fueron procesadas para le  determinación de radioactividad in­
corporada en material estable al álcali (DNA, parte A) e inestable 
al álcali (RNA, parte B) y precipitable por TCA, como se describe 
en Nateriales y Métodos. El porcentaje de oacterias no infectadas 
fue 0*4*
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^H-RNAs fueron hibridizados a DNA de SPO 1 y las curvas de nivel de 
transcripción obtenidas se muestran en la Figura 16.
Hasta el momento de la transición térmica se obtuvieron
niveles dentro de los habituales: 17-18 % de hibridización para el 
o
H-RNA marcado entre los 5 y 7 minutosf 5-6 % para el marcado entre 
los 11 y 13 minutos. El descenso de la temperatura a los 15 minutos, 
en presencia de NAL, no va acompañado de una recuperación en el ni­
vel de transcripción viral, que se mantiene muy bajo, entre 3 y 4 %, 
hasta más allá de los 40 minutos. En las mismas condiciones, pero 
en ausencia de NAL, la síntesis de mRNAs virales comienza a aumentar 
hacia el 22Q minuto y alrededor de los 32 minutos alcanza el nivel 
correspondiente al RNA marcado entre los 5 y 7 minutos (16 % de hi­
bridización para el RNA marcado entre los 31 y 33 minutos). Luego, 
el nivel de transcripción, en ausencia de NAL, se estabiliza, ya 
que el RNA marcado entre los 39 y 41 minutos hibridiza un 18 %, a- 
proximadamente, a DNA de SPO 1. Por otra parte, la curva de nivel 
de hibridización de los RNAs marcados en ausencia de NAL, está den­
tro de lo que se espera en estas condiciones, teniendo en cuenta 
las variaciones propias de estos experimentos (preparación de los 
RNAs e hibridización de los mismos a DNA; compárese con los resulta^ 
dos obtenidos de una preparación e hibridización independientes, 
mostrados en la Figura 13).
Si consideramos que, en ausencia de NAL, el nivel de tranjs 
cripción aumenta desde un 3 % (entre los 15 y los 20 minutos post­
infección) hasta un 18 % a los 40 minutos, mientras que en presencia 
de NAL el incremento sería desde un 3 a un 4 % (diferencia que en 
sí misma no es significativa), se puede estimar que la inhibición 
de la replicación anula en alrededor de 95 % la transcripción viral, 
en condiciones en que gp31 está activo. Esta inhibición es del mis­
mo orden de la obtenida para la síntesis de DNA con la misma concen­
tración de NAL (Figura 15 A) y mucho mayor que la producida por el 
NAL sobre la síntesis de RNA total, que es del orden de 35 % (Figu­
ra 15 B). Por otra parte, un efecto tóxico generalizado del NAL no
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Figura 16. Nivel de transcripción viral en B. subtilis 168 M infec- 
tado con ts-14-1 a 44° C y transferido a 37° C en presen- 
cia de ácido nalidíxico.
A los 15 minutos post-infección se transfirió una parte del cultivo
a 37° C (--- — ) y otra a 37° C agregándose simultáneamente NAL hasta
360 jjg/ml (- - -)•A distintos tiempos se marcó RNA durante pulsos de 
dos minutos (indicados por barras horizontales cortas en el esquema
3
experimental) con H-Uridina (20 ;jCi/ml y 0.20 jjg/ml). El porcenta­
je de bacterias no infectadas fue 0.9.
Los RNAs fueron aislados e hibridizados a DNA de SPO 1 según se in­
dica en Materiales y Métodos.
RNA Periodo de 
marcación (min)
Blanco en ausencia 
de DNA (cpm)
Radioactividad to­
tal agregada (cpm)
5-7 5 1101
11-13 8 5e64
17-19 9 69 74
18-20 23 5175
21-23 10 4375
25-27 24 3786
26-26 8 3847
31-33 14 1232
32-34 27 8341
39-41 12 742
40-42 75 6674
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necesariamente alterarla el nivel de transcripción viral.
Resulta pues claro que la reactivación térmica de gp31 no 
es suficiente para la recuperación de la síntesis de mRNAs virales. 
Para esa recuperación es necesaria, además, la replicación del ge- 
noma del bacteriófago.
E. Análisis de los resultados.
El fenotipo del mutante ts-14-1 ha permitido estudiar el 
efecto que ejerce la actividad de gp31 sobre la replicación y tran¿ 
cripción del genoma viral. Asi, fue posible mantener las bacterias 
infectadas con ts-14-1 a 44° C hasta los 15 minutos, arribándose a 
una situación en la cual la transcripción viral es muy baja, la re­
plicación no hq comenzado y gp31 está presente, pero inactivo. Si 
en ese momento se baja la temperatura, gp31 se reactiva (por otra 
parte su síhtesis podría continuar) y el desarrollo de ts-14-1 pro­
sigue hasta la lisis.
En estas condiciones, la iniciación de la replicación y 
la recuperación del nivel de transcripción se produjeron al mismo 
tiempo. La reinactivación posterior de gp31 detuvo la síntesis de 
DNA y redujo la transcripción viral hasta los niveles pre-recupera- 
ción; los resultados disponibles indicaron, también aquí, la simul­
taneidad de ambos efectos (Figuras 10, 12 y 13).
De este modo, no pudo establecerse una relación de causa­
lidad entre los dos efectos a partir de consideraciones temporales. 
Esa eventual relación constituye un dato importante para conocer scd 
bre qué faceta del desarrollo del bacteriófago actúa gp31.
Se plantearon tres posibilidades para el modo de acción 
de gp31 sobre la transcripción y la replicación (Figura 17). Dos de 
ellas consisten en un efecto primario de gp31 sobre uno de los pro­
cesos, mientras el efecto sobre el otro proceso serla consecuencia 
del primero. La tercera posibilidad está dada por acciones indepen­
dientes sobre ambas síntesis.
La inhibición de uno de los procesos en condiciones que
1 gp31-------- ► Transcripcidn ---------► Replicacidn
2 gp31---------»■ Replicacion ---------- -*• Transcripcidn
3 9P31
Transcripción
Replicacion
Figura 17» Posibles modos de accl6n de qp31 sobre la replicación 
y la transcripción.
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no comprometieran al otro (o lo hicieran levemente), ha permitido 
descartar la primera posibilidad (Figura 11) y aceptar la segunda 
(Figura 16)* A su vez, la tercera puede descartarse desde el mome£ 
to que se acepta una de las anteriores.
Es decir, gp31 desarrolla una acción sobre la síntesis 
de DNA que no está mediada por su efecto sobre la síntesis de RNA; 
en cambio, gp31 actúa sobre la transcripción a través de su efecto 
en replicación.
De este modo, gp31 estaría implicado en el proceso de r£ 
plicación del genoma de SPO 1. La reactivación térmica de gp31 pe£ 
mitiría la iniciación de la síntesis de DNA y la disponibilidad de 
un modelo recientemente sintetizado podría ser la causa del aumen­
to observado en el nivel de transcripción viral. Al inactivar a 
gp3l, su capacidad de acción sobre la replicación se iría agotando 
hasta anularse y, paralelamente, disminuiría la capacidad del sis­
tema para transcribir el genoma del bacteriófago (posiblemente por 
incompetencia del modelo)•
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D I S C U S I O N
Los parámetros temporales del ciclo lítico del mutante 
ts-14-1 a 37° C son dist into:.- de los correspondientes al tipo sil­
vestre de SPO 1. Así, la iniciación Hp la síntesis de DNA, la cur­
va de nivel de transcripción viral, la producción de bacteriófagos 
intracelulares y la lisis de la bacteria infectada presentan retajr 
dos del orden de 10 minutos.
De este modo, si bien aquí se ha considerado a 37° C co­
mo temperatura permisiva, Ion resultados presentados en las Figu­
ras 2, 3 y 4 indican que 37° C es una temperatura semi-permisiva 
para el desarrollo de ts-14-1 en B. subtilis 168 M.
No parece haber un retraso en los primeros 8 minutos 
post-infección, tal cono puede juzgarse a través de la curva de ni 
vel de transcripción (Figura 4). De ahí en más, el retardo se hace 
evidente en la iniciación de la replicación (Figura 3) y en el es­
tiramiento de la zona del valle de la curva de nivel de transcrip­
ción. Estos hechos se reflejan posteriormente en el tiempo necesa­
rio para producir el equivalente de un bacteriófago por bacteria 
infectada y la lisis bacteriana (Figura 2).
La comparación de las pendientes de las curvas de produc 
ción de bacteriófagos y síntesis de DNA para ts-14-1 y SPO 1 sil­
vestre sugiere que los dos procesos transcurren con velocidades s^i 
milares, una vez puestos en marcha (Figuras 2 y 3).
El fenotipo de ts-14-1 a 37° C puede considerase como 
causado por un defecto en la capacidad para iniciar la replicación 
en el tiempo normal. Sin embargo, puede también suponerse que ts— 
14—1 transcribe lentamente un mRNA 6 una clase de mRNAs cuyos pro­
ductos son esenciales para la síntesis de DNA. Por otra parte, pue 
de argumentarse a favor de una deficiencia en una función no impl^ i 
cada directamente en la replicación o transcripción virales, sino, 
por ejemplo, en la modificación o represión de una actividad de la
I. FENOTIPO DE ts-14-1 A 37° C .
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bacteria. En el apartado I D de RESULTADOS se ha optado por la pr¿ 
mera de las interpretaciones aquí señaladas. Los resultados poste­
riores (Figuras 11 y 16) apoyan ese punto de vista.
Se conocen otros imitantes de SPO 1 en los que la sínte­
sis de DNA se inicia más tarde que en el silvestre (Fujita, 1971; 
Okubo & col., 1972). En ello- este fenotipo, DD, se observa dura^n 
te la infección en condiciones en que no se produce progenie. En 
cambio, ts-14-1 presenta fenotipo DD en condiciones en que el ci­
clo culmina con la lisis de la bacteria y la producción de una caji 
tidad relativamente grande do bacteriófagos (alrededor de 30 por 
bacteria infectada). Este hecho es novedoso en este sistema y no 
sabemos que se lo haya observado en otros bacteriófagos.
Este fenotipo DD tiene como atractivo la posibilidad de 
brindar, en principio, mayor comodidad para el estudio de los con­
troles de las etapas intermedias del desarrollo de SPO 1. Como vi­
mos en la Figura 1, entre los 8 y 12 minutos post-infección se cojn 
centran varios eventos importantes, relacionados con la replica- 
ción y transcripción. El estiramiento de esta parte del ciclo lít^ i 
co facilitaría su estudio, suponiendo que si ts-14-1 emplea más 
tiempo que el silvestre para efectuar los mismos procesos, será ma 
yor la probabilidad de analizar uno de ellos sin demasiada influen^ 
cia de los otros y de establecer interrelaciones más claras que 
las actualmente conocidas. E: ta supuesta potencialidad del fenoti­
po DD ha sido parcialmente explotada durante el presente trabajo.
Una característica interesante del desarrollo de SPO 1 
en B. subtilis 168 M a 37° C, es la dependencia que presenta la ca 
pacidad productora do bacteriófagos respecto de la síntesis de pro 
teínas (Figuras 5 y 6). Esta dependencia es estricta durante todo 
el ciclo lítico (dentro de los limites de resolución de la metodo­
logía utilizada) y ha sido observada también con el mutante sus/ 
ts-0-36 en la cepa HA 101 B (Añón , 1974). Este comportamiento di­
fiere del descripto durante la infección de E. coli por T 4
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(Pulitzer, 1970); en este caro, la adición de inhibidores de la 
traducción al medio de cultivo no impide la producción de bacte­
riófagos por encima de los presentes al tiempo de tales agregados 
Parece claro que la completa formación de una partícula 
viral infectante de SPO 1 requiere la síntesis continua de una o 
más proteínas.
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Los experimentos do transiciones térmicas y entre medios 
con y sin inhibidores, permitieron establecer que gp31 comienza a 
sintetizarse antes de los 15 minutos a 44° C y que su acción se i- 
nicia antes de los 20 minutor, (a 37° C, o 5 minutos a 37° C luego 
de 15 a 44° C) (Figuras 6 y 9).
Si bien el ciclo lítico de SPO 1 a 44° C no ha sido es­
tudiado con el mismo detalle que a 37° C, no hay indicios de dife­
rencias en los tiempos que lo caracterizan ni en el orden de los 
diferentes eventos (Gage & Geiduschek, 1971 a; Wilson & Gage, 1971; 
Aflón, 1974).
Suponiendo que la escala de tiempos es la misma a 37 y 
44° C, la síntesis de gp31 comienza en etapas tempranas (Pre-repl_i 
cativas) del ciclo lítico. Ar.í, en ts-14-1, el mRNA correspondien­
te a gp3l ha sido sintetizado, en cantidad suficiente para cumpli­
mentar su función en la síntesis de DNA, antes de los 15 minutos 
(Figura 11). Lo mismo se aplica a los mRNAs correspondientes a to­
das las funciones requeridas para la síntesis de DNA, pues ésta se 
inicia y transcurre del mismo modo en presencia y en ausencia de 
rifampicina (Figuras 10 y 11). Esto indica que gp31 (inactivo a 
44° C) no afecta la transcripción de los demás mensajes necesarios 
para la replicación.
A su vez, en el tipo silvestre, la replicación se hace 
insensible a la rifampicina a los 8 minutos post-infección (Gage & 
Geiduschek, 1971 b)• Este es el tiempo hasta el cual parece ser 
normal el desarrollo de ts-14-1. Este hecho apoya también la idea 
de que la inactividad de gp3l en ts-14-1 afecta a la replicación 
antes que a la transcripción.
Existe un lapso relativamente largo entre la iniciación 
de la síntesis de gp31 (antes de los 15 minutos) y la acumulación 
de un efecto suficiente para iniciar la replicación y píira produ­
cir progenie (20 minutos; Figuras 3, 6 y 10). Si bien no contamos
II. NATURALEZA Y TIEMPOS DE ACCION Y SINTESIS DE qp31.
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con elementos suficientes para especular acerca de este tiempo, 
puede pensarse que sea necesario un nivel relativamente alto de 
gp31 activo (nivel que no se alcanza inmediatamente), que gp31 su­
fre un procesamiento post-slntesis (que insumirla un cierto tiem­
po), que gp31 tiene una actividad biológica disminuida en ts-14-1 
a 3?° C o algú n otro mecanismo más complejo y/o indirecto (tal co­
mo una combinación entre los aquí mencionados).
A lo largo de este trabajo hemos supuesto que gp31 
es una proteina (o polipéptido). Un hecho experimental que apoya 
esta presunción es el mostrado en la Figura 9 (lineas 4, 5 y 6)#
Se puede considerar el diseño de la linea 6 como una combinación 
de las lineas 4 y 5. Si el producto termosensible fuera una protegí 
na, el efecto del cloranfenicol sobre la síntesis y el de la tem­
peratura , sobre el producto, podrían ser aditivos* Los resultados 
de la línea 6 muestran tal aditividad, dentro de los márgenes de va 
riación relativamente amplios que son propios de estos experimen­
tos. Asi, el rendimiento de 3.7 % es comparable al producto 23 % x 
18 % (4.1 % final) y aún 2.4 % no es muy diferente de 30 % x 17 % 
(5.1 % final).
Sin embargo, es posible que gp31 no sea una proteína. Si 
fuera, por ejemplo, un RNA, se tratarla también de un RNA sensi­
ble a la temperatura, cuya síntesis no es termosensible (Figura 
11) .
Aún cuando no hemos demostrado la verdadera naturaleza 
de gp31, creemos que la más probable es la polipeptidica y como 
tal ha sido considerada.
Otros aspectos de la acción de gp31 que merecen destacar 
se derivan de los experimentos de las Figuras 6 y 8.
gp31 muestra un efecto de "disparo” sobre el desarrollo 
del bacteriófago, puesto que desde los 20 minutos se puede prescin 
dir de él sin comprometer la producción de algunos bacteriófagos 
(Figura 6). Pero la prescindibilidad es parcial, aún bastante más
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allá de los 20 minutos. De manera que posiblemente gp31 actúe so­
bre un proceso con efecto/s multiplicador/es, pero que debe conti­
nuar hasta muy avanzado el cicló Utico.
A su vez, la bacteria infectada puede esperar la dispon! 
bilidad de un gp31 activo hasta los 15 minutos post-infección, pe­
ro no más (Figura 8). En este aspecto, el caso de gp31 es distinto 
al de gp28, que puede permanecer inactivo hasta 90 minutos sin a- 
fectar la capacidad de producir progenie al reactivarlo (Añón, 
1974).
gp28 modifica la especificidad de la RNA polimerasa bac­
teriana, posibilitando la síntesis de mRNAs intermedios; su acción 
se inicia alrededor de los 4 minutos y es imprescindible hasta la 
lisis.
La diferencia mencionada entre gp28 y gp31 probablemente 
refleje la trascendencia que tendría la modificación del aparato 
de transcripción celular para el desarrollo del bacteriófago# Se 
puede pensar que en tanto gp?8 no haya permitido la transcripción 
de los mensajes intermedios, el sistema permanece en un estado sus 
ceptible a la acción de gp28, aún por mucho tiempo (90 minutos). 
Ese estado implica la preservación del genoma viral, el cual es 
paz de expresarse ante la reactivación de gp28, completando el ci­
clo Utico.
El mantenimiento del genoma infectante en un estado "la­
tente" se ha observado también en la infección de B. subtilis espo 
rulante con el bacteriófago 0 E. El DNA de 0 E puede incorporarse 
a los esporos y expresarse después de la germinación (Sonenshein & 
Roscoe, 1969). La RNA polimerasa extraída de células vegetativas 
transcribe "in vitro" el DNA de 0 E , mientras que la obtenida de 
células, esporulantes es incapaz de hacerlo (Losick & Sonenshein, 
1^69) .
Si bien se trata de bacteriófagos distintos, aunque reía 
donados química y serológiqamente (Aposhian, 1965; Brodetsky & Ro 
rnlg, 1965), los resultados sugieren que el DNA infectante puede
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mantenerse en un estado de latencief mientras rw es transcripto 
(caso de 0 E en bacterias espoliantes) o mientras sólo se trar\s~' 
criban los genes tempranos (caso de mutantes de SPO 1 defectivos
i
en gp28).
En el caso de SPO 1, parecería que una vez iniciada la 
transcripción de los mensajes intermedios, dependiente de gp28t 
los sucesos siguientes deben acaecer dentro de márgenes tempora­
les relativamente estrechos. Si un producto no se hallara disponi, 
ble al tiempo en que debe actuar, la infección se volvería aborti 
va. Asi ocurriría con gp31, un producto que se supone es codifica, 
do por mensajes intermedios y actúa en conjunción con otros pro­
ductos de tales clases (Gage & Geiduschek, 1971 b; Yehle & Ganesan, 
1973; Añón, 1974; Shub, 1975; Shub & Johnson, 1975).
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III. EFECTOS DE qp31 SOBRE LA REPLICACION Y LA TRANSCRIPCION
Una consecuencia de los experimentos de la Figura 9 con-
I
siste en la posibilidad de conceder al sistema ciertos lapsos "per 
misivos", suficientes para producir progenie y, en estas condicio­
nes, estudiar cómo influye la actividad de gp31 sobre procesos su­
puestamente dependientes de él, de acuerdo al fenotipo de ts-14-1 
a 44° C.
La reactivación de gp31 permite la iniciación de la re- 
plicación y el incremento del nivel de transcripción. Estos dos e- 
fectos son aproximadamente simultáneos y tienen lugar luego de va­
rios minutos desde la reactivación de gp31. A su vez, la inactiva­
ción posterior de gp31 provoca la inhibición de la replicación y 
de la síntesis de RNA$ ambas inhibiciones ocurren luego de un ciejr 
to tiempo y más o menos simultáneamente. Esta situación ya ha sido 
analizada y no permitió establecer cual de los dos efectos de gp31 
es primario (al menos respecto al otro). La inhibición de la repipi 
cación o la transcripción en condiciones en que la otra no está 
inhibida y gp31 está activo, permitió establecer que la actividad de 
gp31 está dirigida a la síntesis de DNA (Figuras 11, 16 y 17).
Una pregunta que surge de lo expuesto es qué función pue 
de cumplir gp31 en la replicación del DNA de SPO 1. Se puede inter^ 
tar una aproximación a la respuesta. Para ello apelaremos a los d¿ 
tos disponibles sobre el proceso de replicación en SPO 1 y a lo que 
se conoce sobro él en el bacteriófago T 4.
En el caso de T 4, se puede obtener síntesis de DNA "in 
vitro", incubando los productos purificados de los genes 32, 41,
43, 44, 45 y 62, deoxirribonucleósidos-trifosfato y ribonucleósi— 
dos-trifosfato, con modelos de simple y doble cadena. Esta sínte­
sis "in vitro” es una aceptable reproducción del proceso ”in vivo” 
(Morris & col., 1975).
De los seis productos virales mencionados, gp43 es una
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DNA polimerasa, de P. M. 110000 Daltons ( Nossal & Hershfield, 
1971), la cual posee también actividad de exonuoleasa (Brutlag & 
Kornberg, 1972).
gp32 es una proteina con actividad desestabilizante de 
la estructura del DNA^ causando, aparentemente, una apertura del 
modelo, necesaria para su replicación. gp32 estimula la actividad 
de gp43, cuando el modelo es DNA de cadena simple (Huberman & col., 
1971) y resulta esencial cuando el modelo es de doble cadena (No­
ssal, 1974).
Los productos de los genes 44 y 62 han sido aislados en 
forma de un complejo cuya función no se conoce exactamente, aunque 
exhibe dos actividades que dependen o son estimuladas por la pre­
sencia de gp45 y rATP: hidrólisis de ATP a ADP y Pi (dependiente 
de DNA) y aumento de la velocidad de la reacción de polimerización 
catalizada por gp43 (Alberts & col., 1975), la cual alcanza asi va 
lores comparables a los observados "in vivo'*.
La única actividad conocida de gp45 es la estimulación 
del complejo gp44/62.
Por su parte, la función de gp41 no ha sido establecida, 
aunque se sabe que cataliza la hidrólisis de GTP a GDP y Pi, en 
presencia de DNA de simple cadena (Alberts & col., 1977).
A pesar de estos avances en el conocimiento de las fun­
ciones involucradas en la replicación del DNA de T 4, el proceso 
"in vivo** permanece mucho más oscuro. No se conoce hasta qué punto 
y cuántas proteínas celulares se emplean en el proceso ni qué pro­
ductos virales, no necesarios "in vitro", intervienen "in vivo”. 
Una purificación parcial del aparato de replicación de E. coli in­
fectada con T 4, revela la presencia de gp32, gp43, gp42 (dCMP hi- 
droximetilasa) , RNA polímera-,a y cantidades variables de otras tre 
ce proteínas (aparentemente virales). Todos estos producios apare­
cen unidos a DNA de T 4 (Manoil & col., 1977).
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En cuanto al proceso de repllcaclón en SPO lf hay nueve 
ciatrones cuyos productos son necesarios para la repllcaclón (feno 
tipo DO) y otros siete que la alteran produciendo fenotipos DD (i- 
niciación retrasada de la repllcaclón) o DA (terminación anticipa­
da de la repllcaclón).
No se han estudiado mutantes de estos últimos siete ge­
nes, de manera que no sabemós qué funciones pueden codificar.
Dentro de los genes cuya correcta expresión es requisito 
para la sintesis de DNA, el 28 codifica una óroteína que regula la 
transcripción. El gen 29 parece ser el estructural de la dUMP hi- 
droximetilasa, aunque no se descarta que gp29 pueda, además, intejr 
venir en la polimerización del DNA (Glassberg & col., 1977 c)• Por 
su parte, gp23 es posiblemente una deoxinucleótido quinasa, pues 
dos mutantes del gen 23 no complementan con representantes del cis 
trón 3 (deoxinucleótido quinasa) del bacteriófago SP 82, muy rela­
cionado con SPO 1 (Glassberg & col., 1977 c; Kahan, 1971).
Los seis cistrones restantes, 21, 22, 27, 30, 31 y 32, 
podrían codificar productos directamente involucrados en la repli- 
cación. Cinco de ellos han sido estudiados con mayor detalle. Los 
genes 21 y 32 codificarían productos necesarios para la iniciación 
de la síntesis de DNA, no sólo en el primer ciclo de replicación
sino en cada uno de los subsiguientes, pero que no participarían
✓*
en la elongación de las cadenas nacientes (Glassberg & col., 1977 a).
El producto del grn 32 también estaría involucrado en la 
terminación de la replicación (Glassberg & col., 1977 a).
En cambio, gp22, gp30 y gp31 participarían en la elonga­
ción de las cadenas nacientes de DNA (Glassberg & col., 1977 a).
El cistrón 27 no ha sido estudiado hasta el momento, por 
lo que no puedo adjudicársele ninguna función.
Estos últimos conocimientos han sido adquiridos utilizan 
do mutantes sensibles a 1.a temperatura (alta o baja) a los que se 
permite iniciar la replicación en condiciones permisivas; luego se 
los transfiere a temperatura no permisiva y se determina en qué
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extensión se han replicado los diferentes cistrones. Para esto se 
extrae el DNA y se prueba su capacidad de complementar con distin­
tos mutantes.
Esta metodología no ha sido acompañada, hasta el momento, 
por estudios de actividades (catalíticas, de unión a DNA u otras) 
de los productos de estos genes.
A este respecto, SPO 1 codifica una DNA polimerasa, de 
P. M. 122000 Daltons y una sola cadena polipeptídica (Yehle & Gane 
san, 1972; Yehle & Ganesan, 1973). Esta enzima prefiere como mode­
los DNAs de doble cadena desnaturalizados (por calor o álcali), 
preferencia que también exhiben las DNA polimerasas de otros bact£ 
riofagos, como T 2 (Aposhian & Kornberg, 1962), T 4 (Goulian & col., 
1968) y T 7 (Grippo & Richardson, 1971). Una característica llama­
tiva de la enzima es su capacidad de utilizar dTTP, dUTP y 5-Bromo- 
dUTP como sustratos, tan bien como Hidroximetil-UTP (Yehle & Gane­
san, 1973).
No se conoce qué clstrón dirige la síntesis de esta DNA 
polimerasa.
Tampoco se han descripto otras actividades catalíticas 
en B. subtilis infectado con SPO 1, que puedan considerarse invo­
lucradas directamente en el proceso de replicación, aunque la dUMP- 
hidroximetilasa (gp29) podría ser un componente del aparato repli- 
cativo (Glassberg & col., 1977 c).
Como vimos anteriormente, se ha propuesto que gp31 actúa 
ría en la elongación de las cadenas de DNA, aunque no se descarta 
que lo haga también en la iniciación (Glassberg & col., 1977 c).
4
Nuestros resultado.*? no permiten decidir en qué etapa ac­
túa gp31. En la Figura 10 puede apreciarse que hay síntesis de DNA 
aún cuando ésta se inicie después de haber elevado la temperatura 
de incubación de las bacteri \s infectadas con ts-14-1 y que la sin 
tesis prosigue hasta unos 10 minutos después de la transición tér­
mica (este último efecto puede verse también en' la Figura 11). Este
I
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comportamiento parece más propio de un producto que actúe en la i- 
niciación o en una de las vías metabóllcas que aportan sustratos a 
la reacción. Sin embargo, si el gp31 de ts-14-1 poseyera una velo­
cidad de inactivación térmica baja, se obtendría el resultado de 
las Figuras 10 y 11, aún cuando el producto participe en la elongji 
ción de cadenas nacientes de DNA.
Suponiendo que gp3l actuara en la etapa de elongación, 
es difícil responder a la pregunta de cuál podría ser su función. 
No parece probable que sea una enzima necesaria para la síntesis 
do hidroximetil-iJTP| a menos que el "pool" del producto de la reac­
ción catalizada por gp31 fuera muy bajo, pues la síntesis de DNA 
cesa inmediatamente en algunos mutantes del gen 31 transferidos de 
temperatura permisiva a no permisiva (Glassberg & col., 1977 c). 
Además, de las enzimas responsables de la síntesis de HMUTP, dos 
de ellas parecen ser gp29 y gp23 (Glassberg & col., 1977 c; Okubo 
& col., 1972) y la dTTPasa, enzima inducida por los bacteriófagos 
del grupo de MPO 1 (Roscoe, 1969 a), probablemente sea normal en 
ts-14-1, pues la síntesis de DNA bacteriano es completamente repri^ 
mida por este mutanfce a temperatura no permisiva (Figuras 10 y 1; 
Añón, 1974).
Un resultado que sugiere que gp31 es un componente del 
aparato de replicación es la necesidad de que se encuentre activo 
dentro de un margen más o menos estrecho de tiempo (Figura 8).
Si, como se supone, la síntesis de DNA es llevada a cabo 
por un sistema muitienzimátioo, en el que participan proteínas bac^  
terlanas y virales (Eisenberg & col., 1976), es razonable pensar 
que tal sistema posea una estructura con relaciones espaciales muy 
precisas entre sus componentes. Es probable que tal estructura re­
quiera un montaje ordenado en el tiempo y si uno de los componen­
tes no está disponible en el momento oportuno, el montaje prosiga 
de manera anormal, originando un complejo carente de actividad ca­
talítica y no reactivablo ante la disponibilidad posterior del pro 
ducto faltante; o bien, el producto inactivo al momento de su
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incorporación al sistema muítienzimático puede ingresar a éste, pe, 
ro origina una estructura incapaz de aceptar al resto de los compjo 
nenteso, si los acepta, el sistema resulta inactivo.
Hemos visto que cuando la sintesis de DNA se detiene an­
te la inactivación de gp31, también lo hace la de RNA viral, apro­
ximadamente al mismo tiempo (Figuras 10, 12 y 13). Esta dependen­
cia de la transcripción respecto de la replicación parece estar más 
influenciada por gp31 que por gp22 (Figura 14), producto que tam­
bién participarla en la elongación del DNA (Glassberg & col., 1977 
a) •
Se ha postulado que el acople replicación-transcripción 
seria consecuencia de que sólo el DNA recientemente replicado est¿ 
ría en un estado competente para ser transcripto. Esta competencia 
se irla perdiendo a medida que las DNA ligasas eliminan los cortes 
en el DNA y, con ellos, prob<iblemente disminuirían las zonas de ca 
dena simple, accesibles a la RNA polimerasa (Riva & col., 1970 a; 
Riva & col., 1970 b; Cascino & col., 1970).
Teniendo en cuenta lo expresado con respecto a la repli- 
cación en T 4, a que gp31 (de SPO 1) actuaría a nivel de elonga­
ción y a la dependencia estrecha de la transcripción respecto de 
la replicación en el mutante ts-1 4 - 1 , parece probable que gp31 pajr 
ticipe en el mantenimiento d^ zonas de simple cadena en el DNA, que 
son esenciales para ambos procesos.
Las funciones que podrían intervenir en dicho manteni­
miento serían del tipo de gp32, gp44/62 y gp41 del bacteriófago
T 4 (las dos últimas son actividades de ATPasa y GTPasa que provee
• **
rían energía para mantener abierta la doble hélice). Sin embargo, 
no deben descartarse otros miembros de la maquinaria replicativa, 
como, por ejemplo, la DNA polimerasa, especialmente a causa de la 
limitada información disponible.
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CONCLUSIONES
1. El desarrollo del bacteriófago SPO 1 requiere síntesis de protel^ 
ñas durante todo el ciclo Utico*
2. El desarrollo del mutante ts-14-1 a 37° C está retrasado alrede­
dor de 10 minutos respecto al tipo silvestre de SPO 1, en cuanto 
a síntesis de DNA, transcripción tardía y producción de bacterio 
fagos•
La iniciación retrasada de la síntesis de DNA (fenotipo DD) es 
probablemente el defecto primario*
3. En ts-14-1 gp31 es sensible a la temperatura, pero es reactiva- 
ble por descenso de ésta* La síntesis de gp31 no es sensible a 
la temperatura*
4* La síntesis de gp31 comienza antes de los 15 minutos post-infec- 
clón •
A los 20 minutos post-infección, gp31 ya ha desarrollado acción 
suficiente para producir progenie*
5* gp31 tiene un efecto de disparo sobre el desarrollo de ts-14-1, 
pero su acción (o las consecuencias de su acción) son agotables*
6* La reactivación de gp31 permite la iniciación de la replicación 
y la elevación del nivel de transcripción virales*
La inactivación posterior de gp31 detiene la síntesis de DNA y 
deprime la transcripción hasta los niveles pre-reactivación*
7* La acción de gp31 sobre la síntesis de DNA no requiere trans­
cripción concomitante* Esto se aplica tanto a la estimulación 
de la replicación por la actividad de gp31, cuanto a su inhibi­
ción por inactivación del producto.
La cantidad de DNA sintetizado por ts-14-1 es proporcional a la 
extensión del periodo de acción de gp3l*
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8* gp31 actúa sobre la transcripción a través de su efecto en la 
replicación.
9. En ts-14-1 la síntesis de DNA puede ser inhibida por altas do­
sis de ácido nalidlxico, con una inhibición relativamente baja 
de la síntesis de RNA.
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